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INTRODUCCIÓN 

Introducción 
1  
1. INTRODUCCIÓN 
 
La levad u r a  Saccharomyces cerevisiae e s co mú n me n t e conoc i d a como la levad u r a del 
pan debid o a su uso en la produ c c i ó n de este alim e n t o , o como la levad u r a de gemac i ó n , por la 
forma en que se reprodu c e . El interés en est e organi s mo no sólo radica en su s aplica c i o n e s 
indus t r i a l e s , sino que desd e hace décad a s se ha eri g i d o como un model o bioló g i c o en los 
difer e n t e s pr oce s o s celul a r e s . Su uso tan exten d i d o en la inves t i g a c i ó n se debe a una serie de 
cara cterístic a s, tales co mo : 
 
• R á p i d o creci m i e n t o en medios de cultiv o s simpl e s y facili d a d en el 
aisl a mi e n t o de muta n t e s . 
• F á c i l manip u l a c i ó n en el labor a t o r i o y sin rie sg o s graci a s a su ausen c i a de 
patog e n i c i d a d y estatu s GRAS. 
• S i s t e m a senci l l o y versát i l para la transf o r ma c i ó n de DNA y manipu l a c i ó n 
genéti c a . 
• F i s i o l o g í a celula r muy conserv a d a en eu cario t a s super i o r e s . 
 
A parte de estas ventajas, se conoce des d e hace más de 10 años la secuenci a co mp l et a 
de su peque ñ o genoma, lo que ha facil i t a d o los estud i o s a gran escal a de genómi c a , 
proteó mi c a, etc… Ade más de los estudi o s masi v o s , se han desar r o l l a d o una gran canti d a d de 
esfue r z o s desti n a d o s a co noc e r la fun ci ó n de genes indi v i d u a l e s , sin olvi d a r el papel que 
dese mp e ñ a n dent r o del cont e x t o biol óg i c o de  la levad u r a . Mucho s de estos estud i o s han 
per mi t i d o la ident i f i c a c i ó n de prote í n a s human a s imp li c a d a s en diver s a s patol o g í a s . 
 
2 . CICLO DE VIDA Y MORFOGÉ NESIS 
 
La levadu r a Saccharomyces cerevisiae es un organ i smo unice l u l a r eucar i ó t i c o que se 
puede presen t a r co mo tres tipos celula r e s : célula s haploi d e s de tipo sexual α, de tipo sexu a l a y 
células diploi d e s a/ α. Todos estos tipos celul a r e s son establ e s y se puede n reprod u c i r de forma 
asexu a l por gema c i ó n . Los ciclo s mitót i c o s haplo i d e y diploi d e son a grand e s rasgo s basta n t e 
si mila r e s , difere n c i á n d o s e , sin embarg o , en el patrón de gemaci ó n . Mientr a s que las célul a s 
haplo i d e s prese n t a n un patró n axial , es decir la nue v a yema emer ge ady acent e a la anterior , las 
célul a s dipl o i d e s se divid e n sigu i e n d o un patró n bipol a r , esto es, geman en el lado opues t o a la 
divisi ó n anteri o r . Cuando la célula alca nz a un determ i n a d o tama ño al final de la fase G1 del 
ciclo celula r , se desenc ad e n a la gema c i ó n , que c onsi s t e en la emisi ó n de una célul a hija de 
menor tamañ o que la célul a madre ( Figura 1) . Hasta que ocurra el proces o de citoqu i n e s i s , 
mo ment o en el que se sepa ra n la célula hija y la célula madr e, el cr eci mi e n t o est ará restri n g i d o 
única men t e a la yema. En un primer mo men t o el creci m i e n t o es apical , esto es, polari z a d o 
hacia el punto de gemac i ó n , pero cuand o la célul a hija alcan z a un deter mi n a d o tama ñ o el 
creci mi e n t o camb ia a isotróp i c o . Una vez que la yema recibe un núcleo tras la mitosis se forma 
un septo que separa a la célula madre de la célula hija. Tras la degrad a c i ó n de una parte del 
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m i s mo se pro duc e la separa c i ó n físic a entre las dos célul a s , qued a n d o una cicat r i z promi n e n t e 
en la célula madre. La célula hija es visible me n t e de menor volume n que la célula madre y 
continú a su creci mi e n t o hasta alcanz ar el tamaño reque r i d o para entra r en un nuevo proce s o de 
divis i ó n . Esto deter mi n a un retra s o respe c t o  al ciclo celula r de la célula madre. 
 
S. cerevisiae  tamb i é n se puede repro d u c i r de forma sexu a l . Cuan d o dos célu l a s 
haplo i d e s de tipo sexua l opues t o (a y α) se encue n t r a n , se produ ce la  fusió n de ambas célu l a s 
dando lugar a una célula diploi d e . Este h echo requi e r e del proce s o conoc i d o como 
conjug a c i ó n , que consis t e en una serie de camb io s fis iol ó g i c o s destin a d o s a favore c e r la fusión 
de ambas célul a s . La fase de conju g ac i ó n comie n z a cuand o las célul a s de tipo sexua l a 
respo n d e n a la fero mo n a facto r α (secr etada por las células α) y viceve r s a . A contin u a c i ó n se 
produce una parada en la fase G1 del ciclo cel ula r , la transc r i p c i ó n de genes especí f i c o s de 
conju g a c i ó n y un creci mi e n t o pola r i z a d o orie n t a d o hacia el co mpa ñ e r o sexua l , dando lugar a 
una forma celula r car act e r í s t i c a deno mi n a d a shmoo . Cuan d o dos shmoos de tipo sexual 
opue s t o s se fusio n a n , origi n a n una célul a dipl o i d e que se divid e vege t a t i v a m e n t e de form a 
estab l e (Bard w e l l , 2005) . 
 
En condicio n e s de estrés nutricio n a l , las célul a s diplo i d e s salen del ciclo mitót i c o y 
entra n en un proce s o estri c t a me n t e regul a d o : la espor u l a c i ó n . El pri me r event o consi s t e en un a 
parada en G1 de la célula dipl o i d e , segui d o de las divisi o n e s mei ó t i c a s , que finali z a n  con la 
forma c i ó n de 4 ascos p o r a s (dos de cada tipo se xua l ) envue l t a s por una estru c t u r a espec i a l i z a d a 
denomi n a d a asca. La pare d de las ascospo r a s es una estruct u r a alta men t e espe ci a l i z a d a capaz 
de sopor t a r duras condi c i o n e s medio a m b i e n t a l e s . Cu and o el entor n o es favor a b l e se produ c e la 
Ciclo
hapl oi d e
α
Ciclo
hapl oi d e
a
Conj uga ci ó n
Ciclo
di pl oi de
α / a
Espor ulaci ón
Germ ina ció n
Germ ina ció n
iclo
hapl oi d e
iclo
hapl oi d e
a
onj uga ci ó n
iclo
di pl oi de
/ a
spor ulaci ón
erm ina ció n
erm ina ció n
Figura 1. Ciclo de vida de S. cerevisiae. E n el dibuj o se muest r an los ciclo s mitót i c o s de las células haploides α 
( a m a r i l l a s ) y células haploi des a (naranjas). Cuando estas célul as entr a n en conta c t o se fusio n a n (conj u ga c i ó n ) 
dando luga r a células diploides a/ α, que puede n entra r en un ciclo meió t i c o (espo r u l a c i ó n ) gene r a n d o espor a s 
haploide s que al germin a r compl et a n el cicl o.  
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g e r mi n a c i ó n de las ascos p o r a s , sali en d o  de un estad o laten t e y entra n d o en un nuevo ciclo 
mitót i c o de célul a s haplo i de s (Neim a n , 2005) . 
 
No hay que olvid a r que las levad u r a s son or gan i s mo s que respo n de n al medio que las 
rodean , y son los nutrie n t e s los que princi p a l me n t e  deter mi n a n su forma de cr e ci mi e n t o .  Los 
medio s de cu lti v o están co mpu e s t o s por una fuen t e de carbo n o (glu c o s a ) y por una fuen t e de 
nitró g e n o (amon i o ) , de tal forma que el cr eci m i e n t o ocurre median t e el metabo l i s mo 
ferme n t a t i v o de la levad u r a . En condi c i o n e s óp ti ma s , el creci mi e n t o es veget a t i v o , es decir , 
media n t e divis i o n e s mitót i c a s que dan lugar a una cé lula hija genéti c a me n t e idé n t i c a a la célul a 
madre . Sin embar g o , cuand o se elimi n a uno de  estos nutrie n t e s se gen era n difere n t e s 
respues t a s en el cr eci mi e n t o ; la falta progres i v a  de gluco s a en el medio provo c a una parad a en 
G1 (fase esta cion a r i a ) ; por otra parte, la eli m i n a c i ó n de la fuent e de nitró g e n o favor e c e un 
creci m i e n t o fila men t o s o , que en el caso de S. cerevisiae  es en forma de pseud o h i f a . El 
creci m i e n t o pseud o h i f a l , que ocurr e so lamen t e en deter mi n a d a s cepas de S. cerevisiae , 
consi s t e en la for ma ci ó n de cadena s de célula s indep e n d i e n t e s capac e s de in vadi r el medio 
sólido . Finalm e n t e ,  la falta de ambos nutrie n t e s desenc a d e n a la  entrada en ciclo meióti c o y 
esporu l a c i ó n , proce s o cara ct e r í s t i c o de célula s diplo i d e s (Kron & Gow, 1995). 
 
3. LA PARED CELULAR FÚNGICA 
 
La pared celu l ar (PC), una estructu r a que se locali za externa a la memb r ana plas máti c a 
(MP) y en conta c t o dire c t o con el medio que le rodea, est á pre sente en leva dura s y hongo s 
fila men t o s o s . Es por tanto un eleme n t o que o frece protecci ó n osmó tic a y física a la célula, al 
mismo tiemp o que se encar g a de mante n e r su morfo l o g í a . 
 
A pesar de su aparen t e rigide z , la pared celula r es una estruc t u r a muy plásti c a y 
dinámi c a que debe adapta r s e a los contin uo s cambi o s morfo l ó g i c o s duran t e todo el ciclo 
celul a r . Del mismo modo, debe modif i c a r su co mpo s i c i ó n y estruc t u r a ante facto r e s exter n o s 
que pueda n afect a r a la integ r i d a d celul a r . Todo esto se cons i g u e medi a n t e un cont i n uo 
equil i b r i o entre la sínte s i s y degra d a c i ó n de los políme r o s que la consti t u y en . 
 
Por todo lo anter i o r podemo s resu mi r las funci o n es de la pared celul a r en cuatr o 
aspec t o s princ i p a l e s : 1) Evitar la lisis osmó ti c a , 2) Protec c i ó n frente a daños mecáni c o s , 3) 
Mantene r la forma celular , estrech a me n t e ligada a la divisió n celular y la morfogé n e s i s y 4) 
Const i t u i r el andami a j e  necesa r i o para el ancla j e de prote í n a s de la par ed celul a r , que 
parti c i p a n en la per me a b i l i d a d de la par ed cel ula r , el recono c i mi e n t o célula - c é l u l a , proces o s de 
agrega c i ó n , etc… (Klis et al., 2006). 
 
El inter é s en el estud i o de la pared cel u l a r fúng i c a resi d e prin c i p a l me n t e en dos 
cuest i o n e s . Por un lado, sirve como mo del o bioló g i co para entende r la síntesi s y ensa mb l a j e de 
una estruc t u r a tridim e n s i o n a l co mp le j a . Y por otro, debido a que la pared cel ula r es esenci a l 
para la viabi l i d a d celul a r , está ampli a m e n t e di st r i b u i d a en el grupo taxo n ó mi c o de los hongo s y 
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e s t á ausent e en célula s de mamí fe r o s , consti t u y e una atrac t i v a diana en el desar r o l l o de nuevo s 
antif ú n g i c o s de toxic i d a d selec t i v a . 
 
3.1 Composición de la pared celular 
 
La pared celu l a r per mi t e , tanto a planta s co mo a hongos , const r u i r estru c t u r a s basad a s 
en el uso de célula s a modo de ladril l o s hidro s t á t i c o s . A pesar de utiliz a r la mi sma estrat eg i a , la 
co mpo s i c i ó n de la pared entr e hong o s y plant a s es  muy dife r e n t e . De hecho , esta estr u c t u r a es 
muy varia b l e dentr o de los grup o s taxo n ó mi c o s de  los hong o s , tanto que lleg ó a utili z a r s e para 
la clasi f i c a c i ó n taxonó mi c a de los mismo s (Bart n i c k i - G a r c i a , 1968) . 
 
La pared celu l a r de Saccharomyces cerevisiae  repres e n t a entre el 15 y el 30% del peso 
seco de la célul a (Orl e a n , 1997 ) y ocupa  entr e un 25 y 50%  del volu me n celu l a r .  Lo s 
co mpo n e n t e s funda men t a l e s de la pared s on polis a c á r i d o s (80-9 0 % del peso seco) y 
glico p r o t e í n as , en su may o r í a manop r ot e í n a s . La pared celul a r está forma d a por 4 tipos de 
macro mol écu las: β( 1 , 3 ) - g l u c a n o y β( 1 , 6 ) - g l u c a n o , que son polis a c á r i d o s forma d o s por 
resid u o s de gluco s a unido s princ i p a lme n t e por enlac e s β( 1 , 3 ) y β( 1 , 6 ) resp e c t i v a me n t e , la 
quiti n a , forma d a por resid u o s de N-Ace t i l G l u c o s a m i n a y las man op r o t e í n a s o CWP ( cell wall 
proteins = proteí n a s de la pared celul a r ) 
 
Las propo r c i o n e s de los políme r o s están indic a d a s en la Tabla 1 , siend o el más 
abund a n t e el  β( 1 , 3 ) - g l u c a n o que le confier e una gr an elasti c i d a d a la pared celul a r . 
 
3.2 Arquitectura y ensamblaje de la pared celular 
 
Al micros c o p i o elect r ó n i c o , la pared celul a r pres e n t a dos cap as: una capa intern a 
menos densa a los electro n e s y de aspe c t o fibril a r , y otra exter n a , oscur a y de aspec t o amorf o 
( Figura 2) . La capa inter n a , compue s t a por los polisác a r i d o s β( 1 , 3 ) - g l u c a n o y quitin a , es la 
respo n s a b l e de la elast i c i d a d y rigide z propi a de la pared celul a r . El β( 1 , 3 ) - g l u c a n o forma una 
red trid i me n s i o n a l que se manti e n e unid a entr e sí por puent e s de hidró g e n o con las caden a s 
Macromolécula Peso seco de la pared (%) 
Manoproteínas  50  
β ( 1,3)-glucano  40  
β ( 1,6)-glucano  5  
Q uitina  1 -2  
Tabla 1 . Composi c i ó n de la pare d celular de S. cerevisiae. 
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l a t e r a l e s . A este entra ma d o se unen coval e n t e me n t e la quiti n a , hacia el inter i o r y el β( 1 , 6 ) -
g l u c a n o , hacia el exter i o r . El β( 1 , 6 ) - g l u c a n o actúa de interm e d i a r i o en el anclaj e de la capa 
exter n a , forma d a por las manop r o t e í n a s , a la capa interna de β( 1 , 3 ) - g l u c a n o . Ademá s exis t en 
otras manop r o t e í n a s , las ASL-C W P que se anclan direc t a m e n t e al β( 1 , 3 ) - g l u c a n o (Klis et al., 
2002 ; Lipk e & Ovall e , 1998 ) . 
 
Aunque los compo n e n t e s de la pared celul a r y las union e s entre ellos se han estud i a d o 
en detalle, poco se sabe so bre el orden de síntesi s e incorp o r a c i ó n de los políme r o s en la pared. 
Se ha propue s t o un model o en el que el β( 1 , 3 ) - g l u c a n o sería el primer o en sintet i z a r s e , a 
conti n u a c i ó n se le unirí a el β( 1 , 6 ) - g l u c a n o y poste r i o r m e n t e se ancla r í a n las manop r o t e í n a s . 
Final m e n t e , la quiti n a serí a el últi mo compu e s t o en añadi r s e al entra ma d o de β( 1 , 3 ) - g l u c a n o 
(Roh et al., 2002 b ) . 
 
Asi mi s mo , cabe desta c a r que la quiti n a se encuent r a unida a diferen t e s políme r o s 
depe n d i e n d o de su local i z a c i ó n (V er apart a d o 4.1). Así pues, la quiti n a local i z a d a en el anill o 
está may o rit a r i a me n t e unida al β( 1 , 3 ) - g l u c a n o , mi ent r a s que la prese n t e en las pared e s 
laterale s se encuentra ancl ada al β( 1 , 6 ) - g l u c a n o . La quiti n a del sep to prima r i o , por su parte , se 
encue n t r a libre y sin inter a c c i o n a r con ningú n poli s á c a r i d o de la PC (Cabi b et al., 2007; Cabib 
& Duran , 2005) . 
 
 
MP
qui t i na q uit i na
ASL-CWPβ - ( 1 ,6 )gl u can o
GPI-CWP
β - ( 1 ,6 )gl u can o
GPI-CWP
β - ( 1 ,6 )gl u can o
GPI-CWP
Matriz 3D de 
β (1 , 3) gl u c ano
ram i fi cad o
MP
qui t i na q uit i na
- WP
- ( 1 ,6 )gl u can o
P - WP
- ( 1 ,6 )gl u can o
P - WP
- ( 1 ,6 )gl u can o
P - WP
atriz 3 d e
(1 , 3) gl u c ano
ram i fi cad o
MP
qui t i na q uit i na
- WP
- ( 1 ,6 )gl u can o
P - WP
- ( 1 ,6 )gl u can o
P - WP
- ( 1 ,6 )gl u can o
P - WP
- ( 1 ,6 )gl u can o
P - WP
- ( 1 ,6 )gl u can o
P - WP
atriz 3 d e
(1 , 3) gl u c ano
ram i fi cad o
Figura 2. Modelo molecular 
p r o p u e s t o  p a r a  l a 
organización de la pared 
celular de S. cerevisiae . L a 
c a p a i n t e r n a c o n s t i t u y e e l 
esqu e l et o de la PC y está 
forma d a por un entra ma d o de 
f i b r a s  d e  β ( 1 , 3 ) - g l u c a n o 
rami f i c a da s y unid a s entre sí 
por puente s de hidróg e n o. En 
los extremos no reductor e s 
( f l e c h a s )  d e  l a s  c a d e n a s 
late ra le s del β(1,3)-glucano se 
ancla el β( 1, 6 ) - gl u c a n o hacia el 
exteri or y las fibras de quitina 
hacia el inte r i o r, en la zona más 
p r ó x i m a  a  l a  m e m b r a n a 
plasmá t i ca (MP). Las CWPs se 
unen covalentemente al β( 1 , 3 ) -
g l u c a n o bien dire c ta me n t e a sus 
e x t r e m o s r e d u c t o r e s ( A S L -
CWP) o bien indirectamente a 
travé s de los extre mo s no 
reductore s del β( 1 , 6 ) g l u c a n o 
( G P I - C W P ) .  A d a p t a d o  d e 
(Smit s et al., 2001) . 
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3.3 Biosíntesis de compuestos de la pared celular 
 
A contin u a c i ó n se descri b e breve me n t e la estru ct u r a , biosín t e s i s y ensa mb l a j e de cad a 
uno de los compo n e n t e s de la pared celu l a r . Para una revis i ó n más exten s a se reco mi e n d a 
consu l t a r los siguie n t e s artíc u l o s : (Lipk e & Ovalle , 1998) , (Klis et al., 2002), (Lesa g e & 
Bussey , 2006) , (Klis et al., 2006). 
 
3 . 3 .1 β ( 1, 3 ) -Glucano 
 
El β( 1 , 3 ) - g l uc a n o es un políme r o forma d o por resid u o s de D-glu c o s a unido s por 
enlace β( 1 , 3 ) con escas a s ramifi c a c i o n e s de tipo β( 1 , 6 ) . Esto da lugar a una comp l e j a red 
tridime n s i o n a l en la que se anclan el resto de comp o n e n t e s de la pared celul a r (Koll a r et al., 
1997 ) . El β( 1, 3 ) - g l u c a n o adopt a may o r i t a r i a m e n t e una conf o r ma c i ó n heli c o i d a l , lo que expl i c a 
la  elasticid a d y resisten c i a de la pared celular (Krainer et al., 1994). 
 
En Saccharomyces cerevisiae existe n tres prote í n a s que const i t u y en las subun i d a d e s 
catal í t i c a s de la activi d a d β- g l u c á n si nta s a : Fks1p , Fks2p y Fks3p. Mientra s que Fks1p 
desemp e ñ a su funci ón duran t e el ciclo veget a t i v o en medio rico (Mazu r et al., 1995) , Fks2p 
está más relaci o n a d a con condic i o n e s de estrés nutri c i o n a l o por daño en la pared (Zha o et al., 
1998) y Fks3p está impli c a d a en el proce s o de espor u l a c i ó n (Ishi h a r a et al., 2007) . Por otra 
parte , la prote í n a GTPas a Rho1p está consi d e r a d a la subun i d a d regul a d o r a de la activ i d a d β -
g l u c á n sinta s a (Drgo n o v a et al., 1996) . Ademá s de esta funci ó n , Rho1p tamb i én coord in a 
multi t u d de proces o s esenc i a l e s en la célula co mo son el mant e n i mi e n t o de la polar i d a d , 
progr e s i ó n en ciclo o señal i z a c i ó n en la ruta de  la integ r i d a d celul a r (Drgo n o v a et al., 1999) . 
Ade má s exist en otras enzi ma s , co mo por eje mpl o la transg l i c o s i d a s a Gas1p, implic a d a s en el 
proce s a mi e n t o del β( 1 , 3 ) - gl u c a n o recié n sinte t i z a d o (Popo l o & Vai, 1999) . 
 
3 . 3 . 2 β ( 1, 6 ) -Glucano 
 
Este polí me r o está for ma d o por residu o s de D-gluc o s a unido s por enlace s β( 1 , 6 ) con 
algunas rami fi c a c i o n e s en β( 1 , 3 ) . Es una estr u c t u r a amor f a con un pape l fund a me n t a l en el 
ensamb l a j e , actua n d o como masa cemen t a n t e entre las mano p r o t e í n a s y el entra ma d o de           
β( 1 , 3 ) - g l u c a n o y quiti n a (Koll a r et al., 1997) . 
 
En S. cerevisiae  se desco n o c e el mecan i s mo de sínte s i s de este políme r o . Aunq u e se 
han encon t r a d o vario s genes que  af ect an a la sínte sis de β( 1 , 6 ) - g l u c a n o , han sido de poca 
utili d a d porqu e codif i c a n prote í n a s que parti c i p a n  a lo largo de toda la ruta de secre c i ó n y 
mu chas de el las no est án direct a me n t e implic a d a s en la sínte si s del β( 1 , 6 ) - g l u c a n o (Sha h i n i an 
& Busse y , 2000) . Se han propu e s t o 2 hipót e s i s para  la síntesi s de este polí mer o : que se inici e 
en el Retíc u l o Endo p l á s mi c o (RE) y vay a madur a n d o a lo largo de la ruta de secre c i ó n o, por el 
contra r i o , que se sintet i c e en la MP (Klis et al. , 2002). Ade má s, se han descri t o dos 
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t r a n s g l i c o s i d a s a s enc arg a d a s del proces a m i e n t o del β( 1 , 6 ) - g l u c a n o , Crh1 p y Crh2p , 
respo n s a b l e s del ancla j e de la quiti n a al  β( 1 , 6 ) - g l u c a n o en las parede s lat era l e s de la célul a 
(Cab i b et al., 2007 ; Cabi b et al., 2008 ). 
 
3 . 3 . 3 Quitina 
 
La quiti n a es un políme r o line a l de resid u o s  de N-Ace t i l G l u c o s a mi n a unido s media n t e 
enlaces β( 1 , 4 ) . Este políme r o se secre t a al esp ac i o perip l á s m i c o donde adopt a una 
confo r ma c i ó n fibri l a r y crista l i n a denom i n a d a α- q u i t i n a , en la cual las caden as lineales de 
quitin a se dispon e n en forma paral e l a y/o an tipa r a l e l a uniénd o s e median t e puente s de 
hidró g e no (Ruiz - H e r r e r a & Xocon o s t l e - C a z a r e s , 1995 ) . Esta conf o r mac i ó n , alta men t e 
insol u b l e , hace que la quiti n a sea la respo n s a b l e de la rigid e z de la pared celul a r . Aunqu e la 
quitin a es el co mpon e n t e minori t a r i o de la pared,  es esenci a l para la superv i v e n c i a de est a 
levad u r a . 
 
En la sínte s i s de quiti n a parti c i p a n una serie de genes denomi n a d o s chs ( ch i t i n 
sy n t h e s i s ) que están relaci o n a d o s con tres activid a d e s Quitín Sintas a . Cada una de ellas act úa 
en un mo me n t o y lugar concr e t o duran t e el cicl o celul a r hacie n d o que la dispo s i c i ó n de la 
quiti n a no sea ho mog é n e a , sino restr i n g i d a a dete r mi n a d a s regiones celular e s . Más adel ant e se 
ha dedica d o una secció n comp l et a a la bi osín t e s i s de este políme r o . 
 
3 . 3 . 4 Manoproteínas 
 
Unidas a lo s polisa c á r i d o s se encuen t r a n un variad o grupo de manopr o t e í n a s , 
co mú n me n t e denomi n a d a s CWPs ( cell wall proteins) , que colec t i v a me n t e cons t i t u y en la capa 
más externa de la PC. Estas proteí n a s contie n e n un elev a d o cont en i d o de carb oh i d r a t o s , entr e 
el 50 y el 90% del peso tota l de la mo lé c u l a , y se pueden encont r a r N-glic o s i l a d a s o bien, O-
man o s i l a d a s (Klis et al., 2006; Orlea n , 1997) . 
 
En funció n de su unión a los polisa c á r i d o s de la pared celul a r se pueden agrup a r en: 
(1) GPI-C W P s son prote í n a s con una moléc u l a de  gluco s i l - f o s f a t i d i l - i n o s i t o l (GPI) , que tras 
perd e r su comp o n e n t e lipí d i c o ,  se unen coval e n t e me n t e al β( 1 , 6 ) - g l u c a n o y se orient a n hacia el 
exter i o r de la pared (Kapt e y n et al., 1996) . (2) ASL- C W P s : es un pequ e ñ o grupo de prot e í n as 
que se unen direct a m e n t e al β( 1 , 3 ) - g l u c a n o forma n d o part e de la  cap a intern a de la PC (De 
Groot et al., 2005) . 
 
Las funcio n e s que dese mp e ñ a n estas pr oteí n a s son mu chas y mu y variad a s : confie r e n 
per me a b i l i d a d sele c t i v a a la par ed celu l a r , in ter v i e n e n en proce s o s de ad hes i ó n celul a r , 
remode l a c i ó n de los políme r o s , etc…L a síntes i s de las difere n t e s glicop r o t e í n a s de la PC está 
bien docume n t a d a , desde la for ma c i ó n de los oligo sa c á r i d o s en el RE y su poste r i o r ancla j e a 
las proteí n a s , hasta su elonga c i ó n en el apar a t o de Golg i (Orl e a n , 1997 ) . Sin emb ar g o , poco se 
conoce sobre los mecani s m o s y lugare s de incor p o r a c i ó n de estas molécu l a s a la pared celula r . 
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3.4 Dinámica y remodelaci ón de la pared celular 
 
Se han estim a d o en torno a 1200 los genes que mu es t r a n algú n feno t i p o asoc i a d o con 
la pared celul a r . Esto nos da una idea de lo comp le j a y dinámi c a que es esta estruc t u r a . La 
pared celul a r debe modif i c a r tanto su groso r como su comp o s i c i ó n en funci ó n de vari os 
facto r e s , que pueden ser extern o s , co mo la temp er a t u r a , el pH, los nivele s de oxígen o , etc… o 
inter n o s , al entra r en un deter mi n a d o progr a m a de desar r o l l o . A lo largo del ciclo de vida y 
ante deter m i n a d o s estí m u l o s , podem o s encon t r a r vario s tipos celul a r e s co mo son: la 
proy e c c i ó n sexua l o shmoo , la pseudoh i f a y las asco spo r a s . Estas células espe cia l i z a d a s, con 
morfolo g í a s muy variada s , están desti n a d a s a cu mp l i r un propó s i t o que depe n d e en gran 
medid a de la capac i d a d de adapt a c i ó n de la pared celul a r . 
 
Por tanto, todas estas sit u ac i o n e s genera n una  serie de modifi c a c i o n e s en la pared 
celul a r que se van a expon e r breve me n t e . Para  una descr i p c i ó n más detal l a d a se reco mi e n d a n 
los sigui e n t e s artíc u l o s de revis i ó n : (Smit s et al., 2001) (Lesa g e & Bussey , 2006) (Klis et al. , 
2006 ) 
 
Duran t e el ciclo veget a t i v o , S. cerevisiae  alterna un creci m i e n t o polari z a d o (apica l ) 
segu i d o de uno no polar i za d o (iso t r ó p i c o ) . El prime r o permi t e la emis i ó n de  la yema, mient r a s 
que el segund o garan t i z a el au men t o de volume n de la mis ma. Lógica men t e , el creci mi e n t o 
apical depen d e de la secr eci ó n polariz a d a , ya que es nec esar i o transpo r t a r las enzi mas qu e 
sinte t i z a n nuevo mater i a l de pared a los lugar e s de creci mi e n t o activ o . En último térmi n o todo 
depen d e de la corre c t a distr i b u c i ó n del citoe s q u e l e t o de actin a (Pru y n e & Brets c h e r , 2000) . Un 
claro ejemp l o lo const i t u y en Fk s1p y Rho1p, compo n e n t e s de la β- g l u c á n sinta s a . Cuand o el 
creci mie n t o es polariza d o hacia la yema, ambas proteín a s se local iz a n en ese extre mo celula r 
añad i e n d o nuev o β( 1 , 3 ) - g lu c a n o , y cuand o el creci m i e n t o camb i a a isotr ó p i c o la local i z a c i ó n 
de ambas pro te í n a s deja de detec t a r s e (Qado t a et al., 1996) . De esta forma se manti e n e una 
distr i b u c i ó n unif o r me de β- g l u c a n o por toda la pared latera l . Sin embar g o , la local i z a c i ó n de la 
quitin a no es homogé n e a , sino que se concen t r a ma y o ri t a r i a me n t e en la zona del septo de 
separa ci ó n entre la célula madre y la hija. Por tanto, es eviden t e que su síntes i s está regula d a 
por el ciclo celula r , restri n g i é n d o s e a moment o s y lugares concret o s de la célul a (Cabib et al ., 
1982) . En el próxi mo capí t u l o se encue n t r a un aná lis i s más detall a d o sobre la locali z a c i ó n de 
la quiti n a duran t e el ciclo veget a t i v o . 
 
Duran t e la fase de conj u g a c i ó n se produ c e una serie de cambi o s morfo l ó g i c o s 
desti n a d o s a la for ma ci ó n de la proy e c c i ó n sexua l o shmoo . Este proce s o va aco mp a ñ a d o de 
profu nd o s cambi o s en la estru c t u r a y com po s i c i ó n de la pared celu l a r , que depen d en 
nuevame n t e del citoesq u e l e t o de actina y la secreci ó n polariz a d a . Durante esta etap a, el 
transp o r t e intrac e l u l a r se reorga n i z a orient á n d o s e hacia la punta de la proy ec c i ó n (Hasek et al., 
1987) . La conju g a c i ó n requ i e r e de tres prote í n a s esp ec í f i c a s de pared celul a r , Sag1p , Aga1p y 
Aga2p , impl i c a d a s en funci o n e s de adhes i ó n celu l a r (Revi s a d o en Orlea n , 1997). La sínte s i s d e 
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q u i t i n a , por su parte , aume n t a entre 3 y 4 veces,  y se deposita de forma difusa en la base del 
shmoo (Ronce r o et al., 1988a ) . 
 
Al entrar en el progra ma de esporu l a c i ó n , la pared celul a r se consti t u y e de una forma 
muy diferen t e a la de las células vege ta t i v a s , ya que est á diseñ ad a para sop o rta r las duras 
condi c i o n e s ambie n t a l e s . La pared de las asco sp o r a s está formad a por cuatro capas: las dos 
capas intern as están formadas princ i p a l m e n t e por gluca n o s y manop r ot e í n a s en una 
co mposi c i ó n si mila r a las células veget at i v a s . La sig u ien t e capa está co mpues t a por quitosán , 
que es básica m e n t e quitin a desace t i l a d a , lo que la  hace resist e n t e a las quitina s a s . Finalme n t e , 
la capa más externa es de naturale z a proteica , const i t u i d a may o r i t a r i a m e n t e por ditir o s i n a , y 
anclad a direc t a me n t e a la capa de quitos á n . (R ev i s a d o en Neima n , 2005 ). Uno de los aspe c t o s 
más car act e r í st i c o s de la pared de la ascosp o r a es su unifor mi d a d estruc t u r a l , lo que indica r í a 
la ausenc i a de mecani s mo s de polari z a c i ó n durant e su forma ci ó n . 
 
Asimi s mo , cuan d o la célu l a dete c t a alg ú n tipo de daño en la pared celul a r se activ a la 
ruta de integr i d a d celula r (PKC) (Exten s a m e n t e revi s a d o en Levi n, 2005 ) . Los estí mu l o s que 
puede n activ a r est a ruta son tan diver s o s co mo el at aqu e por enzi mas lític a s , estr é s 
hipos mó t i c o y térmi c o o mut ac i o n e s que debil i t a n la pared . Las tres princ i p a l e s respu e s t a s 
desenc a d e n a d a s por esta ruta son: 
 
1. Incr e me n t o de todo s los co mp o n e n t e s de la  pare d celu l a r , co mo por ejemp l o la quit i n a , 
que aument a hasta alc anz a r el 20% del peso seco de la pared. 
2. Camb io s en el mec ani s mo de ensa mb l a j e de las prote í n a s a la pare d celula r y entre los 
propi o s políme r o s que la const i t u y en . 
3. Despo l a r i z a c i ó n trans i t o r i a del citoe s q u e l e t o  de actin a que gener a la redis t r i b u c i ó n de 
los comp le j o s enzi mát i c o s por toda la superf i c i e celul a r . 
 
 
4. LA QUITINA 
 
El polisa c á r i d o de quiti n a es uno de los co mpu e s t o s bioló g i c o s más abund a n t e s en la 
natur a l e z a . Es un co mpo n e n t e funda me n t a l en el  exoes q u e l e t o de los artró p o d o s y puede ser 
consi d e r a d o el equiv a l e n t e a la celul o s a del rei no veget a l . La qu iti n a forma parte de la pared 
celula r de práctic a m e n t e todos los hongos, es esenci a l para la viabil i d a d celul a r y además , est á 
ausente en organis mo s eucari o t a s su peri o r e s . Por todo ello , y debi do al incr e me n t o y 
mort al i d a d de las infecc i o n e s fúngic a s en estos ú ltimo s años, la quitin a es una diana a tener en 
cuent a en el desar r o l l o de nuevo s antif ú n g i c o s con toxic i d a d selec t i v a . 
 
Las enzima s con activi d a d Quitín Sintas a (Q S) catal i z a n la reacc i ó n sigu i e n t e usan d o 
la uridi n a - d i fo s f o - N - A c e t i l G l u c o s a mi n a (UDP- N A c G l n ) como sustr a t o : 
 
 2n UDP-N A c G l n Î [ N A c Gl n - β( 1 , 4 ) - NAc Gln ]n  + 2n UDP 
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H a s t a el mo men t o no se ha descr i t o la parti c i p a c i o n de un acept o r prima r i o ni de 
inter me d i a r i o s en esta reac ci ó n . 
 
El sustrato UDP-NAcG l n sólo se localiza en  el citoso l , sin emb arg o la quitin a se 
encuentra en la parte externa de la célula, est o sugier e que la síntesi s de quitin a es un proces o 
vector i a l . De hecho se ha descri t o , que además de cataliz a r la reacció n , las enzi ma s quitín 
sinta s a s ti ene n la capac i d a d de ir expor tan d o el po líme r o al espaci o peripl á s mi c o a través de la 
memb r an a plasm á t i c a (Orl e a n , 1997). Duran t e est e proces o se asocia r í a n las cad ena s nacien t e s 
de (NAcGl n ) n  para forma r el políme r o crist a l i n o de quiti n a . 
 
En S. cerevisiae  se han identi f i c a d o tres activi d a d e s QS en extrac t o s de memb r a n a . Las 
difere n c i a s bioquí mi c a s entre las tres activi d a d e s facili t a el anális i s in vitro de cada una de 
ellas en prese nc i a de las otras dos (ver más adelant e ) . 
 
Los genes codifi c a n t e s de las subuni d a d e s catal í t i c a s de las activi d a d e s QSI, QSII y 
QSIII son C HS1 , C HS2  y C HS3  respect i v a me n t e , y codifi c a n proteí n a s integr a l e s de 
memb r a n a co n un perfi l hidro p á t i c o simil a r , en tr e 6 y 7 domin i o s tran s m e m b r a n a cada una 
(Sil v e r man , 1989 ; Vald i v i es o et al., 1991). 
 
Usand o la prot e í n a Chs2 p co mo mode l o , Nagah a s h i y colabo r a do r e s encon t r a r o n tres 
motivo s conser v a d o s en todas las quitín si ntasas descritas hast a ese mo mento. La secuenci a 
conse n s o de estos motiv o s eran: QXXEY ,  EDRX L y QXRRW (Nag a h a s h i et al., 1995 ) , 
consi d e r á n d o s e este últi mo el domin i o catal í t i c o con se r v a d o a lo largo de toda la evolu c i ó n . El 
aline a mi e n t o de 48 secue n c i a s de quití n sint a s a s de vario s hongo s ampli ó liger a me n t e el 
tamañ o de estas secue n c i a s conse n s o y reveló que se inclu í a n dentr o de una regió n , con una 
estru c t u r a secun d a r i a conse r v a d a , de apr o x i mad a m e n t e 250 amin o á c i d o s . Comp a r a n d o las 
secue n c i a s pr ote i c a s junto con la local i z a c i ó n de los motiv o s conse r v a d o s , las quití n sinta s a s se 
puede n clasi f i c a r en dos grand e s famil i a s ( Figura 3) . En la famil i a 1 los motiv o s conse r v a d o s 
se encu e n t r a n apro x i mad a men t e en la mita d de  la prot e í n a , mi en t r a s que la fami l i a 2 lo s 
prese n t a más próxi mo s al extre mo carbo x i l o - t e r mi n a l (Ruiz - H e r r e r a et al., 2002). Dentr o de la 
famil i a 1 se encue n t r a n las clase s I y II, a la s que per te n e c e n Chs1 p y Chs2p respe c t i v a m e n t e , 
y la clase III que es exclus i v a de hongos filame n t o s o s . La famil i a 2 comp r en d e otras 3 clase s : 
IV, V y VI. Chs3p se encuent r a dentro de la Clase IV mientra s que el resto de clase s so n 
exclu s i v a s de hongo s filam e n t o s o s . Si nos f ijamo s única m e n t e en los motivo s conse r v a d o s , 
Chs1 p comp a r t e un 58% de ident i d a d con Chs 2 p , y ambas , alre d e d o r del 30% con Chs3p 
(Lesage & Bussey , 2006). Estas diferen ci a s no se restr i n g e n única m e n t e al grad o de si mil i t u d , 
sino que abarc a tamb i é n aspec t o s funci o n a l e s de las prote í n a s (Ronc e r o , 2002) . 
 
Una impor t a n t e concl u s i ó n que podemo s extra e r de esta clasi f i c a c i ó n , es que exist e un 
orige n comú n para todas la quití n sinta s a s , dire c t a m e n t e rel ac i o n a d o con la Famil i a 2,  y qu e 
divers a s dupli c a c i o n e s génic a s a lo largo de la evol uc i ó n han dado lugar a la divers i d a d actu a l 
(Ron c e r o , 2002 ) . 
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4.1 Localización de quitina 
 
En S. cerevisiae , la quiti n a const i t u y e única men t e entre el 2-3% del peso seco de la 
pared celula r , pero este porcen t a j e alcanz a en torno al 20% en condic i o n e s de estrés . En 
condi c i o n e s de creci mi e n t o veget a t i v o , este po lím e r o no se distr i b uy e unifo r me m e n t e sino que 
su síntesis est á estrict a me n t e regulada temporal  y espacia l m e n t e durant e el ciclo celula r .  
 
Al final de la fase G1, se depos i t a un anill o de quitin a en el lugar dond e va a emerg e r 
la yema. Est e anill o , que conce n t r a en torno al  90% de la quitin a celula r , per m an e c e r á durant e 
todo el proce s o de gema c i ó n , y su misi ó n es refor z a r esa zona evita n d o un ensan c h a mi e n t o del 
cuell o ( Figura 4) ( S c h mi d t et al., 2002 ). Cuan d o la yema alca n z a un tamañ o dete r mi n a d o , se 
produc e la mitosi s y la segreg a c i ó n nucle a r ; es  entonc e s cuand o comie n z a otra síntes i s de 
quitin a . Esta nueva sínte s i s se inicia en la pe rif e r i a del anill o y va progr e s a n d o centr í p e t a me n t e 
junto con la invag i n a c i ó n de la MP para acaba r for ma n d o un disco de quiti n a denomi n a d o 
septo primar i o . Esta estruct u r a separ a física m e n t e a la célul a madre de la célula hija. 
Post e r i o r me n t e , se depos i t a a ambos lado s nuev o ma ter i a l de pared para dar lugar al septo 
secun d a r i o , forma n d o una estru c t u r a trila mi n a r vi sib l e al micro s c o p i o elect r ó n i c o . El septo 
secun d a r i o prese n t a una compo s i c i ó n si mil a r al re st o de la pared celula r . Final me n t e , es la 
quiti n a s a , junto con otras enzi mas hidro l í t i c a s secr e t a d a s desde la yema, las respo n s a b l e s de la 
separ a c i ó n celul a r . Esta separ a c i ó n asi mé t r i c a h ace que práct i c a m e n t e toda la quiti n a quede en 
Figura 3. Dendograma de semejanzas 
por el métod o de agrupamiento 
neighbour-joining de diversas proteínas 
QS tras un análisis de tipo Clustal W 
(Thompson et al., 1994). El árbol se ha 
constr u i d o a partir de la compara c i ó n de los 
domin i o s catal í ti c o s c onser v a d os en todas 
las quitín sint asa s de hongos. En azul se 
encua d ra n los genes CHS que codif ic a n 
para las subunid a d e s catalíticas de las 
diferent es actividades QS en S. cerevisiae. 
Sc S. cerevisiae, Ca Candida albicans, Ao 
A. oryzae, Ce Caenorhabditis elegans, Dm 
Drosophila melanogaster,  En Emericella 
nidulans, Af Aspergillus fumigatus, Nc 
Neurospora crassa , NodC  proce d e de la 
bacte r i a Sinorhizobium melitoli . Esquema 
adapta d o de (Valdi v i e s o et al., 2004).  
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l a célul a mad re forma n d o la denomi n a d a cicat r i z de gemac i ó n . La célul a hija, ya co mo célul a 
indi v i d u a l , debe inici a r un pro ce s o de madur a c i ó n deter mi n a d o por el cre ci mi e n t o celul a r y  la 
remode l a c i ó n de la pared. Y es a partir de este moment o cuand o la quitin a se empiez a a 
locali z a r  por toda su pared later a l (Cabi b et al., 2001 ; Cabib et al., 1996) , sin que se conozc a 
exacta me n t e có mo . 
 
En el proce s o de conju g a c i ó n , la can ti d a d de quiti n a se tripl i c a y se local i z a 
espec í f i c a m e n t e en la base de la proy e c c i ó n . Du rant e la for mac i ó n de las ascosp o r a s , la quitin a 
es desac e t i l a d a por la acció n de dos desacet i l a s a s específ i c a s pa ra dar lugar al quito s á n . El 
quit o s á n forma un co mp l e j o con la cap a de diti r o s i n a , que es la resp o n s a b l e de la resi s t e n c i a de 
la ascospo r a s a condici o n e s ambien t a l e s advers a s (Cid et al., 1995). 
 
 Por tanto , queda paten t e que la sínte s i s  de quiti n a es un proce s o co mp l e j o que deb e 
estar fina me n t e regula d o ya que su acci ón está r estri n g i d a a mo ment o s y lugare s concre t o s del 
ciclo celul a r . Esto queda refle j a d o en la exis tenc i a de tres act ivida d e s QS implicad a s en 
disti n t o s proce s o s dentr o del ciclo de vida de S. cerevisiae,  y ademá s con meca n i s mo s de 
regula c i ó n aparen t e m e n t e especí f i c o s par a cada una de ellas. 
Figura 4. Esquema de la deposición de  quitina a lo largo del ciclo celular. L a quit i na está repr e s e n ta d a en 
verde junt o con las distinta s ac tiv i d a d e s Quití n Sint a sa impl i c a das en su sínt e si s. En amar i ll o se seña li z a el sept o 
secund a r i o (SS). A la derech a se muestr a n fotogr a f í a s de micros c o p í a electr ó n i c a de transm i s i ó n del septo en 
difer e nt e s fases del ciclo : (a) sept o prima r i o compl e t o, (b) estruct u r a trilam i n a r con septo secunda ri o comple t o y 
(c) ampl ia c i ó n de una cica t ri z de ge mació n . Tambié n se muestra una fotogr afía de microscopía electrónica de 
barrid o (d) donde se apreci a n varias protub e ran c i a s (c icatri ces de gemación). Esque ma toma do de (Ca bi b & 
Duran , 2005). 
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4.2 Actividad Quitín Sintasa I 
 
La activid a d QSI fue la primera descrit a en la levadur a S. cerevisiae . Su 
cara ct e r i z a c i ó n molecu l a r co menz ó en la décad a de los 80 con la identi f i c a c i ó n de mutant e s 
afect a d o s en la activi d a d QS in vitro . De esta for ma se ai sló el gen C HS1 , que codif i c a l a 
subun i d a d catal í t i c a de la activ i d a d Quitín Sinta s a I. 
 
La activi d a d QSI repres e n t a alrede d o r  del 90% de la activ i d a d tota l in vitro , pero 
parad ó j i c a me n t e su contr i b u c i ó n a la canti d a d de quiti n a in vivo es inapreci a b l e (Bulawa et al ., 
1986) . La activ i d a d QSI es estri c t a m e n t e zimog é n i c a ,  es decir , su activ i d a d óptima se consi g u e 
con un tratam i e n t o previ o con protea s a s , sin emb arg o , nunca se ha demo s t r a d o que este 
trata mi en t o prote o l í t i c o suced a in vivo . El pH óptim o para medir esta activ i d a d es de 6.5 co n 
buffe r MES (Tabla 2) , se esti mu l a en pres e n cia de Mg 2 +  y el sustrato UDP -
N A c e t i l g l u c o s a mi n a (NAc G l n ) y se inhibe por los cat ion e s Co 2 +  y Ni 2+  (Cho i & Cabi b , 1994 ),  
ademá s de po r otra s drog a s inhi b i do r a s de tod as las activi d a d e s QS co mo son la poliox i n a D y 
la Nikomi c i n a (anál o g o s estru c t u r a l e s de la UDP-N A c G l n ) (Cabi b et al., 1996). 
 
4 . 2 .1 Función y regulación de la actividad QSI 
 
El mutant e af ect a d o en el gen C HS1  caract e r i z a d o por el grupo del docto r Cabib crecí a 
normal me n t e y prese n t a b a nivel e s de quiti n a si mil a r e s a la cepa silve s t r e . Post e r i o r me n t e , en 
un estud i o más exhau s t i v o de la activ i d a d QSI, se observ ó que el mutant e chs1 Δ  en medio s 
ácido s , prese n t a b a un alto porce n t a j e de lisis  en la yema (Cabi b et al ., 1989) . La 
cara ct e r i z a c i ó n de este fenoti p o establ e c i ó que la funci ó n de Chs1p consi s t e en contr a r r e s t a r la 
exces i v a acti v i d a d de la quiti n a s a s duran t e el proce s o de ci toq u i n e s i s . Esta funci ó n de 
repara c i ó n ev ita la lisi s cel u la r en condic i o n e s de máxima expres i ó n de las quitin a s a s , tal co mo 
ocurr e en medio s ácido s . (Bula w a , 1993; Valdi v i e s o et al., 1999) . 
 
Tabla 2 . Propiedades catalíticas de las a tivida de s QS en extract o s de membran a . Adapta d o (Bulaw a , 1993). 
Actividad  Tripsina  p H  Activadores  Inhibidores  
Q uitín  
Sintasa I E s t i mu l a 6 . 5 
Mg2+ , 
NAcGln 
Co 2+ , Ni 2+ ,  
P o l i o x i n a D,  
Nikomi c i n a 
Q uitín  
Sintasa II E s t i mu l a 8 
Co 2+  > 
Mg2+ , 
N A c G l n 
Ni 2+ ,  
Polioxin a D 
Q uitín  
Sintasa III N e u t r o 8 
Mg2+  > 
Co 2+ , 
NAcGln 
Polioxi n a D,  
Nikomi c i n a 
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E l gen C HS1  tiene un pico máxi mo de expr e s i ó n al inici o de la fase G1, coinc i d i e n d o 
con la citoq u in e s i s . Sin embar g o los nivel e s de la prote í n a Chs1p y la activ i d a d se manti e n e n 
estab l e s a lo largo del cicl o celul a r , por lo que todo parec e indic a r que la regul a c i ó n de est a 
activ i d a d es a nivel postr a d u c c i o n a l (Choi et al., 1994 a ; Ziman et al., 1996 ) . Chs1 p , co mo el 
resto de subuni d a d e s catal í t i c a s de las activi d a d e s QS, es una proteí n a integ r a l de la 
memb r an a . Se localiz a en dos comp art i m e n t o s subce l u l a r e s : la MP y vesícul a s intrac e l u l a r e s. 
Estas vesíc u l a s , deriv a d a s de endos o m a s te mp r a n o s y del Tran s - G o l g i Netw o r k (TGN ) , 
func i o n a n a modo de reser v o r i o , y tamb i é n se las conoc e como quito s o mas (Zima n et al., 
1996) . En el mo men t o de la citoq u i n e s i s Chs1p es movil i z a d a desde estas vesíc u l a s 
intrac e l u l a r e s hasta la zona del septo median t e un meca n i s mo de tr ans p o r t e desc o n o c i d o e 
indep e n d i e n te del de Chs3p , tamb i é n local i z a d a en este tipo de vesíc u l a s (Zima n et al., 1998 ). 
 
El promo t o r de C HS1  presenta ele ment o s de respues t a a fero mo n as y de hecho, est e 
gen au men t a su expre s i ó n duran t e el pr oce s o de conju g a c i ó n (Appe l t a u e r & Achste t t e r , 1989). 
De la mis ma forma, se detectan niveles altos de activida d QSI cuando se activa la ruta de 
integ r i d a d celul a r (Vald i v i e s o et al., 2000) . Sin embar g o , se desco n o c e la relev a n ci a fisio l ó g i c a 
de la activi d a d QSI en ambos proce s o s , ya que el mutant e chs1 Δ n o mues t r a ning ú n feno t i po 
en estas circu n s t a n c i a s (Bu la w a et al., 1986; Santo s et al., 1997) . 
 
4.3 Actividad Quitín Sintasa II 
 
Debido a la viabi l i d a d del mut an t e chs1 Δ y de su escasa partic i p a c i ó n en la síntes i s de 
quiti n a in vivo , se busca r o n nuevo s genes que codif i c a r a n  para otra activ i d a d QS. Este 
proy ec t o conclu y ó con la identi f i c a c i ó n del gen CHS2 , subuni d a d catalí t i c a de la activid a d 
QSII (Sbur l a t i & Cabib , 1986) . 
 
La activ i d a d QSII supon e aprox i mad a m e n t e un 10% de la QSI in vitro , y tamb i é n es 
zimog é n i c a . Al igual que ocurr í a con Chs 1p no hay evide n c i a s de que esto ocurr a in vivo . La 
activi d a d QSII in vitro se esti mul a por la presenc i a del sustrat o UDP-N Ac e t i l G l u c o s a mi n a y 
por Co 2 + , que curio s a me n t e es un inhib i d o r de la activ i d a d QSI, ade má s , la QSII prese n t a un 
pH óptimo más alcal i n o (pH 7.5-8 ) (Tabla 2) . Aunqu e estos datos pueda n resul t a r irrel e v a n t e s 
biológ i c a me n t e , permit e n distin g u i r estas dos act ivi d a d e s en una mis ma mu estr a . Un a 
cara ct e r í s t i c a en común co n Chs1p es que ambas son inhibi d a s por Ni 2 +  (Cho i & Cabib , 1994 ). 
 
4 . 3 .1 Función y regulación de la actividad QSII 
 
Inicia l me n t e C HS2  se descr i b i ó como un gen esen c i a l invo l u c r a d o en la for ma c i ó n del 
septo y la divis i ó n celul a r (Silv e r m a n et al., 1988) . Sin emb ar g o , traba j o s poste r i o r e s 
dete r mi n a r o n que la viabi l i d a d de las espor a s chs2 Δ depen d í a del fondo gené t i co y del medio 
de creci m i e n t o (Bula w a & Osmon d , 1990) . Las célul a s del mutan t e chs2 Δ tienen quiti n a pero 
prese n t a n un fenot i p o basta n t e lla ma t i v o : no se separa n corre c t a me n t e , forman pequeñ o s 
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a g r e g a d o s y ade má s, pres e n t a n un septo basta n t e  difuso . Median t e tincio n e s especí f i c a s co n 
WGA (lecti n a de germen de trigo que se une especí f i c a m e n t e a la quitin a ) conjug a d a con oro 
coloi d a l , se deter mi n ó que Chs2p es la respo n s a b l e  de la síntes i s de quitin a del septo prima r i o 
(Shaw et al., 1991). Su partic i p a c i ó n en la síntes i s de quitin a es mi nori t a r i a , ya que tan sólo es 
respon s a b l e del 10%. Sin emb arg o , es esenci a l para la correc t a viabi l i d a d celula r . 
 
Los nivele s de mRNA de C HS2  y de la prote í n a Chs2p fluct ú a n duran t e el ciclo celul a r 
(Choi et al., 1994a ; Igual et al., 1996) . Chs2p es sinte t i z a d a única m e n t e al final de mitos i s y su 
activ i d a d prese n t a un pico máxi mo justo antes de  la citoqu i n e s i s . La proteí n a Chs2p es mu y 
inesta b l e y con una vida media muy corta, lo que sugier e que su regula c i ó n es median t e 
sínte s i s - d e g r a d a c i ó n de la prote í n a (Chu a n g & Schek m a n , 1996) . La expre s i ó n de C HS2  est á 
notab l e m e n t e reduc i d a en proce s o s de conju g a c i ó n  y esporu l a c i ó n , dos conte x t o s en los que no 
se for ma septo prima r i o . 
 
Todo indi c a que la regu l a c i ó n de la 
activi d a d QSII es el result a d o de la 
co mb in a c i ó n clá si c a de síntes i s regul a d a 
trans c r i p c i o n a l me n t e unida a degrad a c i ó n 
prote o l í t i c a . El model o actua l para esta 
activ i d a d propo n e que Chs2p es trans p o r t a d a 
a través de la ruta de secr e ci ó n genera l hasta 
la MP del cuell o , parti c ip a n d o Sec1p en el 
último paso de este trans p o r t e ( Figura 5) . 
Una vez inse rt a d a en la MP, Chs2p sintet i z a 
el sept o prima r i o y post e r i o r men t e se 
endoc i t a en un proce s o depen d i e n t e de la 
prote í n a End4p . Final me n t e , es dirig i d a hacia 
la vacu o l a dond e es degr a d a d a por la prote a s a 
vacuo l a r Pep4p (Chu a ng & Schek m a n , 
1996 ) . 
 
Ade má s de Chs2p, el proces o de 
septac i ó n requi e r e la presen c i a de un anillo 
de acto mi o s i n a . Este anil lo aport a la fuerza 
contrá c t i l necesa r i a par a la invagi n a c i ó n de la 
memb r an a y la síntesi s centrí p e t a del septo 
prima r i o . Asi mi s mo , la co ntr a c c i ó n del anill o 
tamb i é n depen d e de un septo prima r i o 
funci o n a l , esto hace que ambos proce so s sean 
interd e p e n d i e n t e s (Sch mi d t et al., 2002). La 
local i z a c i ó n , tanto de Chs2p como del anill o 
de acto mi o s i n a , depe n d e del ensamb l a j e de 
Figura 5. Regulación postraduccional de la 
actividad QSII. E l gen CHS2  y su produc t o se 
mues t r a n en color rojo. En amar i l l o se repr e s e nta la 
quiti n a sint e ti zada por Chs2p (sept o prima r i o ) y en 
rosa el anill o de quiti n a sint e ti za d o por Chs3p . Los 
anill o s de septi na s están dibuja do s en azul, la línea 
gris oscura represe n t a la membra na pla smá t i ca , y la 
fran j a más exter n a de colo r gris clar o, la pare d 
celul a r . El anillo de acto mi o si n a está repr e se n ta d o 
media n t e línea s disco n t i n u a s.  En verde se desta ca las 
prot e í na s impl i ca d a s en el tráf ic o de Chs2 p . Vac. 
vacu o la , Nuc. núcl e o. Esqu e ma adap ta d o de (Lesa g e 
& Bussey , 2006).  
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o t r o anill o for ma d o por filamen t o s de septi n a . El anillo de septina s se s itúa en la base de la 
yema incipie n t e y sirve como anda mi a j e para el ancl aje de otras proteí n a s . Al comi enz o de la 
citoq u i n e s i s , el anill o de septi n a s se divid e en dos, lo que ay uda a restri n g i r la locali z a c i ó n de 
Chs2p  y a guiar la síntes i s del septo prima r i o en la zona centra l delimi t a d a entre ellos. En 
mut ant e s de septin a s la locali z a c i ó n de Chs2p, así  como de otros compo n e n t e s del cuello , se ve 
altera d a , lo que conlle v a a una síntes i s ectóp i c a del septo (Roh et al., 2002a ) . 
 
En conclu s i ó n , la activi d a d QSII está regul a d a tempo r a l men t e media n t e la 
trans c r i p c i ó n contr o l a d a por ciclo de C HS2,  y espaci a l men t e graci a s al anill o de septi n a s . 
 
4.4 Actividad Quitín sintasa III 
 
Ya que los muta n t e s de chs1 Δ y chs2 Δ eran capa ces de sinteti zar la may o ría de la 
quiti n a in vivo,  era evident e que tenía que existir una  tercera activi d a d QSIII en la levadur a S. 
cerevisiae. A  finales de la década de los 80, se u saron dos aproxim a c i o n e s indepen d i e n t e s en 
la búsqu e d a de mutan t e s defic i e n t e s en la sínte s i s de quiti n a in vivo . Por un lado se 
selec c i o n a r o n mutan t e s resis t e n t e s al antif ú n g i c o calcof l ú o r (Ronc e ro et al., 1988a) , que es un a 
droga que inter a c c i o n a direc t a m e n t e co n la quit in a prov o c a n d o la muer t e celu l a r (Ron c e r o & 
Duran , 1985), y por otro , mut an t e s incap a c e s de incor p o r a r gluco s a mi n a triti a d a en quiti n a in 
vivo (Bula w a , 1992 ) . En una terc e r a apro x i ma c i ó n ,  tamb i é n fuer o n aisl a d o s algu n o s muta n t e s 
con altera c i o n e s en las capas de quitos á n y ditiro s i n a en las pared e s de las ascos p o r a s (Bri z a et 
al., 1990). A partir de los análi s i s de resis t e n c i a a calco f l ú o r se pudie r o n ident i f i c a r vario s 
genes impli c a d o s en la sínte s i s de quiti n a in vivo : C HS3, CHS4, CHS5, CHS6 y CHS7 
( R o n c e r o , 2002 ) . Post e r i or me n t e se dete r mi n ó que C HS3  era el gen que codi f i c a b a la 
subuni d a d catalí t i c a de una activi d a d QS difere n t e y no descr i t a anter i o r me n t e : la activ i d a d 
QSIII . Esta activi d a d , aunqu e minor i t a r i a in vitro,  sinte t i z a en torno al 90% de la quiti n a de la 
célul a (Vald i v i e s o et al., 1991) . Si bien se ha demos t r a d o que el resto de genes CHS  son 
prote í n a s regul a d o r a s , se sigue mante n i e n d o la nomen c l a t u r a CHS o r i g i n a l . 
 
Chs3p muest r a una homolo g í a limit a d a con las otras dos subunid a d e s cat al í t i c a s Chs1p 
y Chs2p, pero contie n e el motivo QRR RW que es caract e r í s t i c o de las QS y es esenci a l par a su 
activi d a d catal í t i c a (Cos et al., 1998). Tras la secue n c i a c i ó n comp l e t a del genoma de S. 
cerevisiae no se encon t r ó ningu n a activ id a d QS nueva. 
 
Las difer en c i a s en cuanto a secuen c i a de Chs3p y las otras dos subun i d a d e s catal í t i c a s , 
Chs1p y Chs2p,  tamb ié n se hace exten s i b l e a las car acterísti cas de la actividad QS in vitro . La 
may o r diferen c i a radica en que la activid a d QS III se encuen t r a en la célula en una forma activa 
y no neces i t a un trata mi e n t o con trips i n a para su  activ a c i ó n (Vald i v i e s o et al., 1991) . Apart e de 
la UDP-N- A c e t i l G l u c o s a m i n a , los cat ion e s Mg 2 +  y Co 2+  estim u l a n la activ i d a d QSIII . Sin 
emba r g o el Ni 2 + ,  que es un inhi b id o r de Chs1 p y Ch s2p, apena s tiene efe ct o sobre Chs3p 
(Choi & Cabi b, 1994) , una propie d a d muy útil si se quiere medir espec í f i c a m e n t e la activi d a d 
QSIII . El pH óptimo de esta activ i d a d es 7,5-8 (Tabla 2) . La activi d a d QSIII medida in vitro 
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r e p r e s e n t a ap rox i mad a m e n t e un 5% respec t o a la  QSI, sin emba r g o es cuan t i t a t i v a me n t e la 
may o ritaria in vivo (Valdi v i e s o et al., 1991) . 
 
4 . 4 .1 Función y regulación de la actividad QSIII 
 
El mutant e chs3 Δ es viable y muestra resiste n c i a al antif ú n g i c o calco f l ú o r , una 
resist e n c i a direct a me n t e relaci o n a d a con su ba ja cantid a d de quitin a , un 10% en co mp ar a c i ó n a 
la cepa silves t r e . Sorpre n d e n t e me n t e , lo s def ect o s mo rfol ó g i c o s que presen t a est e mutant e so n 
míni mo s . 
 
La may o ría de la quitina sintet i z a d a por Ch s3p se locali z a en forma de anill o en la 
zona de sepa ración entre la célula mad re y la cél ul a hija, el resto consi s t e en una peque ñ a 
cant i d a d dist ri b u i d a unif o rme m e n t e por toda la pared latera l (Shaw et al., 1991). Asimi s mo , 
tamb i é n es la respon s a b l e de la síntes i s de qu itina que se localiza en la base de la proy ecci ó n 
del shmoo durant e el proces o de conjug a c i ó n y del quitos á n , que es quitin a desace t i l a d a , 
presente en las paredes de las as cos p o r a s (Vald i v i e s o et al., 2004) . Una de las respu e s t a s de la 
ruta de integ r i d a d celul a r consi s t e en aumen t a r el conte n i d o de quiti n a en la pared celul a r . Este 
incre me n t o depen d e , preci s a m e n t e , de la activ i d a d QSII I (Pop o lo et al., 2001) . Y final me n t e , 
se ha descr i t o que cuand o el apara t o de septa c i ó n se ve co mp r o met i d o , como por ejemp l o en el 
mut an t e chs2 Δ , Chs3p es la encarg a d a de sintet i z a r un sept o de “reme d i a c i ó n ” func i o n a l que 
permi t e a las célul a s segui r divid i é nd o s e (Cabi b & Schmi d t , 2003) . 
 
La regul a c i ó n de la activ i d a d QSIII es el eje pr inc i p a l de este trab a j o , por lo que se le 
ha dedica d o un capítu l o comp l et o más adelan t e . 
 
4.5 Degradación de quitina 
 
La pared celula r es una estruct u r a extre ma d a me n t e dinámi c a que está sometid a a 
const a n t e s cambi o s . Esta elast i c i d a d se manti e n e  medi a n t e un conti n uo equi li b r i o entr e la 
sínte s i s y degrad a c i ó n de los polím e r o s de la pare d celul a r , entre ellos la quiti n a . La may o r í a 
de las hidrol a s a s de la par e d celul a r carac t e r i z a d a s hasta la fecha prese n t a n activ i d a d quiti n a s a 
o glucan a s a y alguna s de ellas tamb i é n mu est r a n activ i d a d trans g l ic o s i d a s a . 
 
Se han desc rit o dos quitina s a s en S. cerevisiae : Cts1 p y Cts2p . Cts1 p es una 
glicop r o t e í n a secret a d a al espaci o peri pl á s mi c o  y se co mpo r t a como una endoq u i t in a s a . La 
disr u p c i ó n del gen C TS1  muestr a un fenot i p o de célul a s encad e n a d a s , lo que llevó a la 
concl u s i ó n de que Cts1p está impli c a d a en la de gr a d a c i ó n del sept o al fina l de la cito q u i n e s i s 
(Kuran d a & Robbins , 1991). Cts1p se expresa esp ecí f i c a m e n t e en la célula hija (Colman -
L e r n e r et al., 2001) y esto provo c a una separ a c i ó n asimé t r i c a , dejan d o la may o r ía de la quiti n a 
en el lado de la célula madre (cicat r i z de gemaci ó n ) . La degrad a c i ó n excesi v a por Cts1p es 
corre g i d a por la quití n sinta s a Chs1p (Cabi b et  al., 1996 ; Cabi b et al., 1992 ) . El segun d o gen, 
C TS2 , tiene una secuen c i a si mila r a las quitin a s a s y parece que su funció n es especí f i c a de 
espor u l a c i ó n (http : / / w w w . y e a s t g e n o me . o r g ) . 
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5 . REGULACIÓN POSTRADUCCIONAL DE LA ACTIVIDAD QSIII 
 
Como ya se ha mencion a d o , Chs3p es la respons a b l e de la may o ría de la síntesi s de 
quitin a de la célula no sólo durant e el proces o  vegeta t i v o sino tamb ié n en las etapas de 
espor u l a c i ó n y conjug a c i ó n . Y aunqu e el mutan t e chs3 Δ es viable y aparen t e me n t e no prese n t a 
ningú n fenot i p o drást i c o , se ha vi sto que la quitina es esencia l en la  respues t a a daños en la PC, 
lo que se tradu c e en que estos mutan t e s sin qu itina son hiperse n s i b l e s a drogas que afectan a la 
PC. De la mi s ma for ma, se ha demo str ad o que Chs3p es esenci a l en otras muc h as situaci o n e s , 
y así el doble mutan t e chs2 Δ chs3 Δ  se ha clasif i c a d o co mo sintét i c o letal. 
 
Estos resul t a d o s han llevad o a postul a r un papel homeos t á t i c o  de la QSIII. Por tanto, 
no es de extra ñ a r , que Chs3p prese n t e una re gul a c i ó n postr a d u c c i o n a l que le per mi t a a la 
célul a polar i z a r la sínte s i s de quiti n a duran t e  los difere n t e s estadí o s del ciclo celula r o 
respo n d e r rápid a men t e ante daños en la pared . 
 
5.1 Chs3p: subunidad catalítica de la actividad QSIII 
 
El gen C HS3  codifi c a una prote í n a integ r a l de memb r a n a que mues t r a una homo l o g í a 
signi f i c a t i v a con Chs1p y Chs2p . La may o r di verg e n c i a de Chs3p comp re n d e el extre mo 
amino - t e r mi n a l (N-te r m i n a l ) , que presen t a dos posibl e s do min i o s trans me mb r a n a l e s ausen t e s 
en las otras dos quitín sintas a s . Esta s difere n c i a s en el extre mo N-ter min a l se asociaro n con 
una posib l e regul a c i ó n espec í f i c a de cada activ i d a d . Sin emba r g o , la dele c i ó n de este extr e m o 
en Chs1 p y Chs2p no pres e n t ó ning ún defe c t o en la activ i d a d QS. (Ford et al., 1996) . Por el 
contr a r i o , delec i o n e s en el extre mo hidro f í l i c o carbo x i - t e r mi n al (C-te r mi n al ) de Chs3p , 
ausent e en Chs1p y Chs2p,  reduce drás ti c a me n t e la  activ i d a d de la prote í n a (Cos et al., 1998) . 
Es posibl e por tanto que esta región esté relaci o n a d a con la regula c i ó n especí f i c a de Chs3p 
(Lesage & Bussey , 2006). 
 
Difere n t e s autor e s han demo st r a d o que los ni vele s de Chs3p se mantie n e n const a n t e s a 
lo largo del ciclo celul a r , no sólo por la ausen c i a  de una regul a c i ó n postr a n s c r i p c i o n a l , sino 
tamb ié n porqu e la proteí n a prese n t a una vida medi a muy larga (Zi man et al., 1996). Estos 
resul t a d o s suger í a n que Chs3p estab a so met i d a a regula c i ó n postr a d u c c i o n a l , lo cual se 
confi r mó al ver que la sobre e e x p r e s i ó n de la prot e í n a no aumen t a b a los nivel e s de quiti n a ni la 
activi d a d QSIII in vitro (Ronce r o , 2002; Valdi v i e s o et al., 2004) . El resto de genes CHS  eran 
fact o r e s limit a n t e s de esta ac tiv i d a d , ya que la sobre e x p r e s i ó n de algun o s de ellos sí qu e 
produ c í a un aumen t o de la activ i d a d QSIII (Cabi b et al., 1996) . 
 
Chs3p es una proteín a sintet i z a d a en el RE que sufre divers a s modifi c a c i o n e s 
postr a d u c c i o n a l e s , co mo glico s i l a c i ó n y palmi t o i l a c i ó n , a medi d a que va madu r a n d o a su paso 
por los diferen t e s co mp ar t i m e n t o s celula r e s . La  acti v i d a d QSIII tiene una ser ie de facto r e s 
limit a n t e s co mo son el res to de prote í n as Chsp, cuy a funci ó n es regul a r el trans p o r t e de Chs3p 
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h a s t a la MP. Alguna s de estas proteí n a s son el ementos co munes en la ruta de secre ción 
gener a l , pero en otros casos , su funci ó n sobre Chs3p es alta me n t e especí f i c a (Valdi v i e s o et al., 
2004). Por tanto, cabe destac a r que el tr ansp o r t e intra c e l u l a r de Ch s3p , coord i n ad o e integ r a d o 
dentr o de la  ruta de secre c i ó n gener a l , es un ele men t o clave para la regula c i ó n de la activi d a d 
QSIII . De est a for ma , se consi g u e una sínte s i s de qui tin a espaci a l y tempor a l m e n t e restri n g i d a , 
esenci a l par a la viabil i d a d de la célula fúngic a . La regula c i ó n postra d u c c i o n a l tan caract e r í s t i c a 
de  Chs3p nos indica , no sólo la suma import a n c i a que adquier e el transpo r t e intrac e l u l a r co mo 
mecan i s mo de contr o l , sino tamb ié n , la releva n c i a de la sínt esis de quitina enmarc ada dentro 
del cont e x t o biol ó g i c o de la levad u r a .  Po r todo ello, a conti n u a c i ó n se va a intro d u c i r 
breve me n t e la ruta de secre c i ó n gener a l para  poste r i o r men t e centr a r n o s en la regul a c i ó n 
espec í f i c a de Chs3p . 
 
5.2  Transporte intracelular general 
 
Análisi s gen ó mi c o s y proteó mi c o s han esti ma d o que aproxi m a d a men t e una tercer a 
parte de todas las proteí n a s de S. cerevisiae  son sinte t i z a d a s sigui e n d o la misma ruta de 
secre c i ó n gener a l (Ghae m m a g h a mi et al., 2003) . Gr an parte de los estudi o s se han realiz a d o 
con prote í n a s solub l e s , sin embar g o , éstas sólo  repre s e n t a n una peque ñ a  parte de la pobla c i ó n 
total, ya que la may o rí a de las proteí n a s secr et a d a s son integr a l e s de membra n a y presen t a n 
difere n c i a s si gnif i c a t i v a s durant e el transpo r t e  intrac e l u l a r (Kaise r et al., 1997). A grande s 
rasgos , la ruta de secre ci ó n está bast an t e con ser v a d a desde levadu r a s hasta célula s ani mal e s.  
 
Cuando la levad u r a co mi e n z a a gemar, neces i t a nueva aport a c i ó n de memb r a n a y 
proteí n a s en la zona de cre ci mi e n t o , est o se c onsi g u e graci a s al aport e const a n t e y polar i z a d o 
de la ruta de secr e c i ó n gener a l . La secre c i ó n de los co mpo n e n t e s de membr a n a , ademá s de 
polar i z a d a , es muy dinámi c a , ya que varía a lo  larg o del cicl o celu l a r (Lew & Reed, 1995 ) . En 
yemas pequeña s la secreci ó n se dirige hacia el ex tre mo de la célu l a hija pero cuand o la célul a 
alcan z a un tamañ o deter mi n a d o la secre c i ó n es isotr ó p i c a , orient á n d o s e hacia toda la superf i c i e 
( Figura 6) . A continua c i ó n , el nuevo material sin tetiz a d o se polariza hacia la zona de 
separa c i ó n entre la célula madre y la célula h ija, dando lugar a la septa c i ó n y citoq u in e s i s . En 
S. cerevisiae  se han descr i t o mucho s de los compo n e n t e s impli c a d o s en secre c i ó n y 
polar i z a c i ó n , sin embar g o , no se conoc e con detal l e  como se coord i n a n ambo s proc e s o s en la 
célul a (Bren n w a l d & Rossi , 2007) . 
Figura 6. Cambios en 
la polarización durante 
el ciclo celular. L a 
secreci ó n va cambian d o 
d e  p o l a r i z a d a  a 
isotrópica a lo largo del 
c i c l o  v e g e t a t i v o . 
Esquema tomado de 
(Brennwald & Rossi, 
2007) .  
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E l transp o r t e de proteí n a s a travé s de la ruta de secrec i ó n gene ra l co mi en z a en el 
Retícu l o Endop l á s mi c o (R E). Las proteí n a s sint etiza d as se transl ocan desde el citoplasma al 
inter i o r del RE.  Allí se plieg a n y ensamb l a n con la ay uda de varias chaper o n a s y sufren 
divers a s mod ifi c a c i o n e s postra d u c c i o n a l e s . Una vez que han sido correc t a me n t e ensa mb l ad a s 
y plegada s , las proteín a s se exporta n hacia el Go lgi a través de las vesí cul a s COPII. Tras la 
fusión de estas vesícu l a s a la memb ran a de l cis -Golg i , se cree que las proteína s son 
transpo r t a d a s a través de los co mp art i m e n t o s sucesi v o s median t e nuevas rondas de for maci ó n 
y fusión de vesícu l a s , aunqu e esta hipóte s i s aún no se ha demo s t r a d o exper i m e n t a l men t e . En 
su paso por el Golgi , las pr ote í n a s conti n ú a n con su madur a c i ó n y cuand o final i z a se carga n en 
dete r mi n a d a s vesí c u l a s depe n d i e n d o de cual sea  su desti n o (Kai s e r et al., 1997) . Lleg a d o s a 
este punto , el trans p o r t e de las prote í n a s se ramif i c a y forma un entra ma d o de varia s rutas 
interc o n e c t a d a s entre sí. A grande s rasgos se pueden defini r tres vías: 
 
• R u t a de recupe r a c i ó n de proteí n a s de RE : trans p o r t e retró g r a d o de las prote í n a s que 
ejerc e n su fu nci ó n en el RE. El tipo de vesícul a s utiliz a d a s se denomin a COPI 
• P r o t e í n a s resid e n t e s de vacuo l a que se trans p o r t a n o bien direc t a me n t e (Ruta APL ) o 
a través de los endosom a s  (Ruta CPY ) 
• R u t a s hacia la MP : Direc t a s (exoc i t o s i s ) o pasan d o por los endos oma s . 
 
Alguna s prote í n a s integ r a l e s de memb r a n a que han alcan z a d o la MP, son 
poster i o m e n t e introd u c i d a s al interi o r celula r  media n t e endoc i t o s i s .  En los casos más 
estud i a d o s , la funci ó n de la e ndoc i t o s i s parec e ser la regul a c i ó n negat i v a de los recep t o r e s 
celulares y las per me asa s de memb r ana. 
 
A contin u a c i ó n se va a detall a r el proce s o de trans p o r t e intra c e l u l a r , prest a n d o espec i a l 
atenci ó n a los último s paso s de la secr ec i ó n . 
 
Retículo endoplásmico 
 
Las proteín a s pueden sinteti z a r s e fu era del RE y luego ser translo c a d a s hacia el interio r 
del mi s mo, o bien, ser sintet i z a d a s a la vez que  se van introd u c i e nd o a través de la membra n a 
del RE. En ambo s caso s es fund a me n t a l que la proteín a se manteng a desple g a d a hasta su 
corre c t o plega mi e n t o dentr o del RE. Este proce s o lo reali z a n las chape r o n a s , que son las 
encar g a d a s de que las prote í n a s alcan c e n la co rr e c t a conf o r ma c i ó n fina l . Cuan d o las prot e í n a s 
no se plieg a n corre c t a m e n t e queda n acu mu l a d a s en el inter i o r de RE, donde exist e n 
mec anis mo s de recicla d o para las mi s mas (Ellg a a r d & Helen i u s , 2003) . Ademá s , la levad u r a 
posee la resp uesta UPR ( unfolded protein response ) , que se induce al acu mu lar s e por distinto s 
motiv o s un exces o de prote í n a defec t u o s a (Zhan g & Kauf man , 2006) . 
 
Ade má s del plega mi e n t o , el RE partic i p a en otras modif i c a c i o n e s postr a d u c c i o n a l e s de 
las proteín a s co mo la glicosi l a c i ó n . Ade más , al guna s proteí n a s se sinteti z a n co mo precurs o r e s 
y tienen que proces a r s e prote o l í t i c a m e n t e antes de  export a r s e , otras, for man parte de un 
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c o mp l e j o protei c o y necesit a n ensamb l a r s e en  el RE, ya que co mo subun id a d e s aisla d a s 
queda n reten i d a s en el RE (Rose & Do ms, 1988) . Las prote í n a s con ancla j e s GPI, como 
Gas1p , se mo dif i c a n a su paso por el RE, lo qu e permi t e su salida del RE (Kais er et al., 1997). 
 
Las vesí cul a s enca rga d a s del transpo r t e entre el RE y el Golgi son denom i n a d a s 
COPII . Este tipo de vesícu l a s trans p o r t a una  gran cantid a d de proteí n a s con difere n t e s 
estruc t u r a s y funcio n e s . Las proteí n a s trans m e mbrana que van a ser secretad as por las COPII 
pose e n una secue n c i a seña l de recon o c i m i e n t o expu es t a haci a el ci topl a s ma. En el caso de las 
prote í n a s solub l e s inter v ien e una prote í n a recep t o r a trans m e m b r a n a (Barl o w e , 2003) . El 
recon o c i mi e n t o no sólo se produ c e por su secue n c i a pri ma r i a , sino tambi é n por la 
confo r ma c i ó n que adqui e r e tras el plega m i e n t o corre c t o de la prote í n a . Las vesí c u l a s COPI I se 
carac t e r i z a n por una serie de prote í n a s que l as recub r e n denomi n a d a s coató me r o s que induc e n 
la curvatu r a de la memb r an a ( Figura 7) . El ensa mb l a j e co mi en z a con la act iva c i ó n de la 
pequeñ a GTPas a Sar1p , desen c a d e n a n d o el reclut a m i e n t o de otras proteí n a s encarg a d a s , por 
un lado, del recon o c i mi e n t o de las prote í n a s a tr ans p o r t a r y por otro , de la forma c i ó n de la 
cubiert a externa de la vesícul a (Sato & Naka no , 2007). La intera c c i ó n de todo este co mp le j o 
prote i c o indu c e la deform a c i ó n de la me mb r a n a gene r a n d o una yema que termi n a r á 
escin d i é n d o s e y forman d o la vesí c u l a COPII . Tras  la escis i ó n de la vesí c u l a , se desen s a mb l a 
toda la cubie r t a graci a s a la hidró l i s i s del GTP unido a Sar1p , y de esta forma qued a n 
expues t a s las proteí n a s de memb ra n a implic a d a s en el recon o c i mi e n t o de la vesíc u l a . 
 
El acop l a mi e n t o y fusi ó n de la vesí c u l a c on su membr a n a de desti n o está regul a d o por 
una serie de proteí n a s citosó l i c a s , deno mi n a d a s gen éri c a m e n t e NSF (facto r sensib l e a la N-
eti l mal e i mi d a ) y SNAP (prot e í n a solub le unida a NS F). Las NSFs y las SNAPs interv i e n e n en 
todos los proces o s de fu sión de vesícu l a s a lo lar go de toda la ruta de secre c i ó n . Los facto r e s 
que aporta n la especi f i c i d a d a este proces o s on los recept o r e s de las proteí n a s SNAPs , 
denomi n a d o s SNARE s , y se encue n t r a n tanto en la vesíc u l a (v-SN AR E ) co mo en la memb r an a 
de desti n o (t-SN A R E ) . Este mecan i s mo de r econ o c i mi e n t o , altamen t e espec í f i c o , está muy 
conserv a d o durante toda la ruta secret o r i a y a lo largo de la evoluci ó n entre las célula s 
eucar i o t a s (T eng et al., 2001) . 
 
Golgi 
 
S.cerevisiae  no presen t a la típica morf ol o g í a de Golgi en forma de cister n a s apilad a s 
cara cte r í s t i c a de células de mamíf er o s . En la levadu r a , este orgánu l o está mu cho menos 
defini d o como se puede observ a r en fotogr a f í a s al micros c o p i o electr ó n i c o (Preus s et al. , 
1992) . Sin emb ar g o , las prote í n a s secre t a d a s recib en modif i c a c i o n e s secue n c i a l e s que se 
puede n atrib u i r a tres comp a r t i m e n t o s indiv i du a l e s , cada uno con una mezcl a relat i v a de 
enzima s resid en t e s de Golgi (Grah a m & Emr, 1991 ; Whit t e r s et al., 1994 ) . 
 
El Golgi tiene dos funci o n e s princ i p a l e s ,  por un lado modi f i c a r post r a d u c c i o n a l m e n t e 
las prote í n a s media n t e la adici ó n de carbo h i d r a t o s (Glic o s i l a c i ó n ) y por otro distr i bu i r 
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c o r r e c t a me n t e las proteín a s para dirigir l a s a sus desti n o s final e s . El Golgi está situa d o justo 
antes de la ramifi c a c i ó n de varias rutas de secr ec i ó n , por tanto, su misión consis t e en clasif i c a r 
las proteína s y cargarla s en  las vesículas adecuadas. 
 
Las vesícul a s COPII, proced e n t e s del RE , se fusion a n en la parte del cis -Go l g i 
desca r g a n d o su conte n i d o de prote í n a s en la memb r an a y en el lu men del Golgi . Est as 
prote í n a s van sufri e n d o glico s i l a c i o n e s suces i v a s a medida que van pasan d o por los difer e n t e s  
co mp ar t i m e n t o s . El paso entre uno y otro se cree que ocurr e medi a n t e la forma c i ó n y fusió n de 
Figura 7. Esquema del tráfic o intracelular y formación 
de vesículas COPII. (A) La generación de las vesículas 
COPI I comi e n za grac ia s a la actua c i ó n coor di n a d a de la 
GTPa sa Sar1p y el rest o de proteí na s que recubr e n la 
vesícula (coatómeros) (Sato & Nakano, 2007). (B) Rutas de 
trans p o r t e desde el post- G o l gi .  Las proteín a s que se dirigen 
a la MP pued en lleg a r dire c tame n t e o a travé s de los 
endosom a s tempran o s . Lo mismo ocurr e cuand o el destin o 
es la vacu o la , las prote í n a s puede n ser transp o r t a d a s 
direct a m e n t e (Ruta ALP) o bien pasando por los endosom a s 
tardí o s /c u e r p o s multi v e s i c u la r e s (Ruta CPY). Las proteí n a s 
que alcanzan la MP son po sterio r m e n t e endocita d a s 
medi a n t e vesí c ul a s recu b i e rt a s de clat ri n a (CCV) . Tras el 
desensamblaje de las prot eína s de  la cubie r ta , esta s vesíc u l a s 
endocí t i c a s se fusion a n con el  endoso m a tempra n o . A partir 
de aquí las prot eí n a s puede n entrar en la ruta de degrad a c i ó n 
a la vacuol a (flecha s rojas) o en la de recupe r a c i ó n o 
recic l aj e (flec h as azul e s) . MP membr a n a plasmát i ca , MVB 
cuerp o multi v e sic u l a r, TGN Trans-G o l g i Netwo r k. 
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n u e v a s vesícu l a s , denomi n a d a s COPI. Cuando las proteínas ya maduras alc a n zan el trans-
G o l g i , se enc aps u l a n en vesícu l a s , que en conj u n to forma n un entr a ma d o deno m i n a d o Tran s -
G o l g i Netwo r k (TGN) . A partir de aquí las proteí na s sigue n difer e n t e s rutas forma n d o una 
co mp le j a red de secre ci ó n ( Figura 7)  que se puede resumi r en: 
 
1. Ruta de recuperación  de proteínas del RE 
 
Las proteí n a s que son reside n t e s del RE tienen una secuen c i a espe cí f i c a de 
amino á c i d o s , HDEL y KKXX, que es recon o c i d a por  los coató me r o s de las vesíc u l a s COPI , 
y trans p o r t a da s de vuelt a al RE (Kais e r et al., 1997). 
 
2 . Ruta CPY o AP-1 
 
Esta ruta es la respon s a b l e del trans p o r t e de proteí n a s a la vacuol a a tra v és de 
deriv a d o s endos o ma l e s . Esta vía debe su nombr e a su cargo más famo so : la proteí n a vacuo l a r 
carbox i p e p t i d a s a Y (CPY). Las vesícu l a s que siguen esta ruta están recubi e r t a s de clatri n a y 
se deno mi n a n CCV ( clathrin/adaptor coated vesicles ) , ademá s conti e n e n las prote í n a s 
adapt a d o r a s Apl2p , Apl4p , Apm1p , Aps1p , que colecti v a me n t e forman el comp l ej o AP- 1 
(Bow e r s & Steve n s , 2005 ) . La forma c i ó n de est a s vesí c u l a s , como toda s las del tráf i c o 
intrac e l u l a r , se inicia con la activa c i ó n de una G TPasa, que en este caso es la proteín a Arf1p. 
Tamb i é n exis t e n otras prote í n a s adapt a d o r a s de clatr i n a : Gga1p y Gga2p. Se ha descr i t o qu e 
estas prote í n a s adapt a d o r a s facil i t a n el trans p o r t e de la perme a s a gener a l de amino á c i d o s 
Gap1p , en un estad o ubiqu i t i n a d o , desde el TGN hasta los endos o m a s (Scot t et al., 2004) .  
 
3. Ruta ALP o AP-3 
 
Esta es una ruta direct a , que se dirige desde el Gol g i hasta la vacuol a , sin pasar por 
los endoso ma s . La proteí n a car act e r í st i c a de esta rut a es la fosfat a s a alcali n a (ALP), aunque 
tamb i é n se ha descr i t o otra prote í n a , Vam3p . Las vesículas implic adas en est a ruta necesita n 
el co mp l e j o adapt a d o r AP-3, forma d o tamb i é n por 4 subu n i d a d e s : Apl6 p , Apl5 p , Apm3 p y 
Aps3p . Contrar i a m e n t e a lo que ocurr e con  el  comp le j o AP-1, estas v esículas AP-3 no están 
recub i e r t a s de clatri n a (Cowl e s et al., 1997).  
 
4. Ruta hacia la MP 
 
La purifica c i ó n y análisis de las vesí c u la s acu mu l a d a s en muta ntes de secr e ció n 
bloq u e a d o s en el post- G o lg i , dete r mi n a r o n que existen dos pobla c i o n e s con disti n t a carga y 
densid a d (Harsa y & Bretsc h e r , 1995). Esto indica que en el transpo r t e hacia la MP existen 
co mo míni mo dos rutas. Sin emb argo , el número real de rutas así co mo las car acte r í s t i c a s de 
las mi s mas es muy difícil de deter mi n a r , ya que  una prote í n a bloque a d a en una vía puede ser 
rediri g i d a hacia otra ruta altern a t i v a y alcanz a r la MP. 
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Una de las dos rutas descr i t a s emple a los endos o m a s co mo inter me d i a r i o s , al igual 
que en la Ruta CPY, y tras este paso la ruta se dirige hacia la MP. De hecho se ha descri t o 
que en mutan t e s bloqu e ad o s en esta ruta com ún hacia los endoso ma s , la proteí n a CPY se 
rediri g e hacia la MP para poster i o r me n t e entrar  en la vía endocí t i ca y acabar final me n t e en la 
vacuo l a donde ejerc e su funci ó n (Hars a y & Schekma n , 2002) . La otra ruta es direc t a , las 
proteín a s alca nza n la MP desde el  TGN sin pasar por inter me d i a r i o s. 
 
Todas estas rutas no son unidir e c c i o n a l e s , sino que sie mpr e exist e otra antipa r a l e l a 
que permit e el recicl a j e de proteí n a s , como por eje mpl o , de los recept o r e s de cargo o las v-
SNAREs.  La secre c i ó n de prote í n a s es una funci ó n esenc i a l para la célul a y por ello se han 
desarro l l a d o rutas altern a t i v a s que permite n la s upervi v e n c i a celular en el caso de que una 
ruta esté seri a men t e daña da . Todo esto contri b u y e a que los último s pasos de la secre ci ó n 
forme n un comp l ej o entra m a d o de vías interc o n e c t a d a s . 
 
5. Exocitosis 
 
El mecan i s m o por el cual los nuevo s co mp o n e n t e s de memb r a n a alca n z a n la MP 
median t e la aproxi ma c i ó n , acopl a mi e n t o y fusión de vesícu l a s secre t o r a s se conoce con el 
nombre de exocit o s i s . La levadu r a S. cerevisiae  es un model o parti c u l a r men t e atrac t i v o en el 
estudi o de la exocit o s i s , ya que mue str a una acentu a d a secre ci ó n polar i z a d a en respue s t a a 
factore s intra y extrace l u l a r e s . 
 
La exocit o s i s polar i z a d a comp r e n d e tre s paso s suce s i v o s : 1) lleg a d a pola r i z a d a de las 
vesícu l a s de secre ci ó n a tra v és de los cables de actina , 2) acopla mi en t o de las vesícu l a s con la 
MP y 3) fusión de las vesíc u l a s con la superf i c i e . 
 
Los mutant e s afecta d o s en los fila men t o s de actina acumul a n vesíc u l a s secr et o r i a s del 
post- G o l g i y están parci a l me n t e bloqu e a d o s en la  secre c i ó n de la prote í n a inver t a s a , lo que 
demu e s t r a qu e la actin a ju ega un papel funda me n t a l en la exoci t o s i s polar i z a d a (Novi c k & 
Botste i n , 1985). Los filame n t o s de actina se or ientan hacia la yema en creci mi ento y se 
pueden observ a r en forma de parche s de actin a. Parece que son la miosina de clase V, 
Myo2p , junto con las tropo mi o s i n a s , Tpm1p y Tpm2p, las que const i t u y en el motor que 
arrast r a las vesícu l a s de sec rec i ó n a través de los cable s de actina . (Finge r & Novick , 1998).  
 
Tras la aproxi ma c i ó n a la MP, la vesícul a se ancla a la superfi c i e celular de forma 
especí f i c a. En este paso intevi e n e n una seri e de pr oteí n a s co mo son la GTPa sa Sec4p y un 
co mp l e j o mu lti p r o t e i c o denomi n a d o ex oci s t o , que se local i z a en la MP actu an d o como 
marca d o r de polar i d a d (TerB u s h et al., 1996) . Se cree que en las fases inici a l e s del 
acopla mi e n t o , Sec4p en su forma activa unida a GTP y anclada a la memb r ana de la vesícula 
inter a c c i o n a con el comp l ej o del exocis t o local i z a d o en la MP. La fusió n de la vesíc u l a con la 
MP depen d e del recon o c i mi e n t o espec í f i c o de las prote í n a s SNARE s . En el caso de la 
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v e s í c u l a se en cuen t r a la v-SNAR E s Snc1 p (o su homó l o g o Snc2 p ) y, en la MP el co mp l e j o de 
dos t-SN A R E s , Sec9 p y Sso1p (o su homó l o g o Sso2 p ) (Sut t on et al., 1998 ) .  
 
Las interacci ones genéticas sugieren que est os dos último s paso s de acopl a mi e n t o y 
fusión están estre c h a m e n t e relac i o n a d o s , y que la  reg u l a c i ó n de cada uno de ellos contr i b uy e 
a la polar i z a ci ó n de todo el proce s o . Ade má s  hay que tener en cuenta que la secre ci ó n 
polar i z a d a debe estar coord i n a d a con otros event o s de la polari z a c i ó n celul a r como son la 
polari z a c i ó n del citoes q u e l e t o de actin a o la corre c t a locali z a c i ó n de los marcad o r e s de 
polar i d a d . 
 
Las GTPa sa s de la famili a Rho, que incluy e n las proteí n a s Rho, Cdc42 y Rac, tienen 
un import a n t e papel en los proces o s de creci m i e n t o  polar i z a d o . Se ha demo s t r a d o que dos de 
ellas, Rho3p y Cdc42p, regula n la secreci ó n polari z a d a a través de la intera c c i ó n y 
reclut a mi en t o del exocis t o hacia las zon as de cre ci mi en t o polari z a d o . En los alelos mutant e s 
de cdc42-6 y  rho3-V51 , afect a d o s en polar i d a d , tanto el comp l ej o del exoci s t o co mo los 
cable s de actin a se manti e n e n polar i z a d o s (Ada mo et al., 2001; Roum a n i e et al., 2005 ). Esto 
ha permit i d o estab l e c er que, no sólo es necesa r i o el  reclu t a mi en t o del exoci s t o hacia la zona 
de la MP, sino que para que real men t e actúe co mo marc ad o r de polari d a d tamb i én necesi t a 
pasar a un est ado activ o . Es lo que se co noce co mo la teoría de la “Activ a c i ó n local i z a d a ”. El 
model o expo n e que la inter a c c i ó n de las prote í n a s de la famil i a Rh o con Exo70 provo c a r í a un 
camb i o estru c t u r a l en la inter a c c i ó n prote í n a - p r o t e í n a dentro del comp le j o del exocis t o , y de 
esta manera pasaría de un estado basal a un esta d o activ a d o , con la consi g u i e n t e polar i z a c i ó n 
de las vesícul a s (Brenn w a l d & Rossi, 2007).  
 
5.3 Endocitosis general 
 
La may o rí a de las proteí n a s celula r e s que llegan a la MP no per man e c e n all í 
indef i n i d a me n t e , sino que son nueva m e n t e in tern a l i z a d a s median t e un proces o denomi n a d o 
genéri c a m e n t e co mo endocit o s i s . Así pues, la endoc i t o s i s es un pr oce s o que media no sólo la 
intern a l i z a c i ó n de los compon e n t e s de la MP, si no tamb i én del mater i a l extra c e l u l a r . La ruta 
endoc í t i c a está const i t u i d a por un compl e j o entr a m a d o cuy a final i d a d es la degra d a c i ó n de 
proteí n a s de memb r an a en la vacuol a , o su recicl a j e hacia el Golgi y a partir de ahí de nuevo a 
la MP. Es un proce s o alt a men t e regu l a d o que depend e de ener gí a y de temper a t u r a . La 
endoci t o s i s afect a a la co mpos i c i ó n de lípido s y proteí n a s en la memb ra n a plasmá t i c a y por 
tanto influy e en la intera c c i ó n entra la célula y el medio que le rodea. 
 
En algun o s casos las prote í n a s se endoc i t a n de forma cons t i t u t i v a , co mo en el caso de 
los recept o r e s de feromo n a s Ste2p y Ste3p en ausenc i a de ligand o s (Konop k a et al., 1988) y 
del colora n t e fluor e s c e n t e lucifer yellow ( R i e z m a n , 1985) . Ademá s exist e otra endoc i t o s i s 
induc i d a , o bien por ligan d o , como en el caso del recep t o r Ste2p cuand o se une al facto r a, o 
bien por las condi c i o n e s ambie n t a l e s , co mo  ocur r e con las amin o á c i d o perme a s a s de 
memb r a n a (Kais e r et al., 1997) . 
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L a endoc i t o s i s media d a por vesíc u l a s recub i e r t a s de clatr i n a es la princ i p a l ruta 
endocí t i c a para la intern a l i z a c i ó n de proteí n a s y lípid o s de memb r an a (Engq v i s t- G o l d s t e i n & 
Drubi n , 2003 ) . La MP se invag i n a h asta for mar vesícu l a s denomi n a d a s CCV ( clathrin/
adaptor coated vesicles ) que est án recu bi e r t a s por cl atri n a y tamb ié n por varias proteí n a s que 
forma n el comp l e j o mul ti p r o t e i c o adapt a d o r AP-2. Este comple j o ay uda al ensa mb l a j e 
exte r n o de la clatr i n a y al recon o c i mi e n t o de las moléc u l a s cargo (Souz a & Pichl e r , 2007) . 
 
La correc t a organi z a c i ó n del citoes q u e l e t o de  actin a es funda men t a l para el proce s o 
de la endoci to s i s . Los mut ant e s afecta d o s en la organ i z a c i ó n de la actin a no sólo prese n t a n 
defec t o s más sever o s en endoc i t o s i s que los afec t a d o s en la clatr i n a , sino que las prote í n a s 
implic a d a s en la regulac i ó n dinámi c a de la actina son esencia l e s para este proceso . Se ha 
propue s t o que tras la acti v a c i ó n de los Factor e s Pr omo t o r e s de la Nucle a c i ó n (NPFs ) , el 
co mp le j o Arp 2 /3 induce la polime r i z a c i ó n de la actina , lo que aporta la fuerza necesa r i a par a 
invag i n a r la memb r a n a hasta obten e r la vesíc u l a endoc í t i c a ( Figura 8) . Entre los NPF s 
endoc í t i c o s se inclu y e n : el homól o g o en levad u r a s de WASP, Las17 p , la prote í n a Pan1p , la 
prote í n a de unión a actin a Abp1p y las mi osi n a s no-c o n v e n ci o n a l e s de tipo I My o2 p y 
Myo3 p. Tras el auto e n s a m b l a j e de la clat r i n a lle g a n a la MP otro s com po n e n t e s de la cubie r t a 
endocít i c a tales co mo los adaptad o r e s de clatri n a y Pan1 p , junto con el recl u t a mi e n t o de 
Las17p . Todo este co mp le j o forma un a cubier t a  que produ c e la defor m a c i ó n de la MP, pero 
no es hasta que se une la miosin a My o5p en la zona  apical de la estruc t u r a , justo antes de la 
llega d a de Arp2/ 3 y que coinc i d e con la polim e r i z a c i ó n acti v a de actin a , cuan d o se produ ce 
una invag i n a c i ó n tubul a r media n t e un movi mi e n t o  lento. Parece que, aparte de la fuerza 
gene r a d a por la polime r i z a c i ó n local de la actin a , la activ i d a d mecan o q u í mi c a de la miosi n a 
tipo I podrí a parti c i p a r activ a m e n t e en la de fo r ma c i ó n de la bica p a lipí d i c a (Gir a o et al., 
2008) . Esta invag i n a c i ó n tubul a r , una vez elong a d a , queda recub i e r t a en la base por una serie 
de co mpo n e n t e s y en la zona del cuell o por an fif i s i n a s . Estas prote í n a s coope r a n junto con 
dos estru c t u r a s de acto mi o s i n a para pro du c i r el estra n g u l a mi e n t o de esta estru c t u r a tubul a r lo 
que poster i o r men t e provoc a la esci si ó n la vesícu l a endocí t i c a (Idris s i et al., 2008). 
Finalm e n t e , la cubier t a de clatri n a y el resto de proteín a s se desensa mb l an y se dirigen 
nuevame n t e hacia la MP para ser reutili z a d a s . El trata mi en t o con Latru n c u l ina A, una drog a 
que secue s t r a los monóm e r o s de actin a , impid e el movimi e n t o lento de invag in a c i ó n tubul a r 
(Kaks o n e n et al., 2003) , lo que confi rm a que la  polime r i z a c i ó n de actin a es esenc i a l par a 
elong a r la incip i e n t e invag in a c i ó n de la MP. 
 
En S. cerevisiae  se puede n dist i n g u i r al menos tr es co mp a r t i m e n t o s endoc í t i c o s : la 
vacuol a y dos clases de endoso ma s ( Figura 7) . El endos o ma temp r a n o está estre c h a m e n t e 
relac i o n a d o con el TGN y el endos o ma tardí o está más asoci a d o a la ruta de degra d a c i ó n 
vacuo l a r . Este último co mpa r t i men t o va madur a n d o media n t e di ver s a s invag i n a c i o n e s de su 
memb r a n a dando lugar a lo que se conoc e como cuerp o multi v e s i c u l a r (MVB = 
multivesicular body ) . Las proteí n a s endoci t a d a s pasan en primer lugar por el endoso m a 
temp r a n o . En este co mp a r t i me n t o se decid e el desti n o de las mi s ma s que, o bien sigue n la 
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r u t a de degra d a c i ó n a travé s del endos o ma tardí o  y que final i z a en la vacu o l a , o por el 
contra r i o , se recicl a n hacia el TGN para ser secre t a d a s nueva m e n t e a la MP (Pelh a m, 2002) . 
 
Para que las proteí n a s sean transp o r t a d as correct a mente entre los co mp arti mentos, 
cada uno de ellos debe estar clara m e n t e ident i f i c a d o . Un factor import a n t e en mu chos caso s 
es la presen cia de las diferentes for mas fosf or i l a d a s del fosfat i d i l i n o s i t o l (PI) en su 
memb r a n a . La ruta endo c í t i c a , incl u y en d o vac uola s , está señaliz a d a c on el PI-3 fosf a t o , 
mientr a s que las memb ran a s de Golgi y la ruta  hacia MP están asociada s a la presenci a del 
PI-4 fosfat o . El equili b r i o de la presen c i a / a u s e n c i a de los PI en estas rutas se consigu e 
median t e la actuac i ó n de deter mi n a d a s quinas a s y fosfata s a s , y la alterac i ó n de la distrib u c i ó n 
de los PI provo c a un cambi o en el trans p o r t e  de algun a s prote í n a s (Pelh a m, 2002) , como por 
ejemp l o en Chs3 p (Sch o r r et al., 2001 ) . Los lípi d o s ademá s de esta func i ó n , tamb i é n jueg a n 
un impor t a n t e papel en los prime r o s pasos de  la inter n a l i z a c i ó n (Souz a & Pichl e r , 2007) . 
 
Las proteí n a s que van a ser endoci t a d a s necesi t a n una serie de señale s que las 
difere n c i e n de las proteí na s establ e s de la  MP. Aunqu e en mamíf e r o s se han deter mi n a d o 
unas secue n c i a s peptí d i c a s que actúa n a modo de  señales endocí t i c a s , en levadur a s no se ha 
visto ningun a secue n c i a qu e cu mp l a estas carac t e r í s t i c a s (Kai s e r et al., 1997 ) . Sin emba r g o , 
mu chas de las proteí n a s endoci t a d a s son marcad a s media n t e ubiqu i t i n a c i ó n , que consi s t e en 
la unión de una o varia s ubiqu i t in a s a un resid u o de lisin a expue s t o al citop l a s m a . La unión 
coval e n t e de la ubiqu i t ina en prote í n a s de  memb ra n a genera l m e n t e dete r m i n a que las 
proteí n a s sean endoci t a d a s para finalm e n t e ser degrad a d a s en la vacuol a (Dupr e et al., 2004). 
Recie n t e s estud i o s sugier e n que la ubiqu i ti n a c i ó n podr í a ademá s inte r v e n i r en la 
Figura 8. Modelo molecular para la endocitosis de pendiente de clatrina, actina y miosina tipo I. ( 1 ) 
Ensa mbl a j e de la recu b ie r ta hemi sf é r i c a de clatr i n a prev ia a la poli me r i za c i ó n masi v a de acti na . (2) Forma ci ón 
del entra m a d o de actina depe n d i e n t e Ar p2/3 sobre la superf i c i e de la recubi e r t a endoc í t i c a , induc i da por Las17 p y 
Pan1p. (3) Elongación de la incipiente  invagi nación gracias a la fuerza de la polimer i z a c i ó n de actina induci da 
por My o5p y la activid a d mecanic o q u í m i c a de la miosina .  (4) Formaci ó n de dos estruct u ra s de acto-mi o s i n a que 
coop e r a n con la anfif i s i na en el proce s o de fisión gener a d o a lo largo del perfi l endocí t i c o . Adapta do de (Girao et 
al., 2008).  
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mo d i f i c a c i ó n de algun o s compo n e n t e s de la maqui n a r i a endoc í t i c a así co mo en el trans p o r t e 
de prote í n a s a nivel de los endos o m a s ta rdí o s o Golgi . La ubiqu i t i n a c i ó n es un proce s o 
dinámi c o ya que las prote í n a s puede n ser mono o poliu b iq u i t i n a d a s , o inclu s o ser 
desub i q u i t in a d a s . Todo ello propo r c i o n a una herra mi e n t a muy versátil a la célu l a a la hora de 
contr o l a r la estab i l i d a d , funci ó n y local i z a c i ó n intr a c e l u l a r de una gran varie d a d de prote í n a s 
(Hor a k , 2003) . 
 
Ademá s , el esta d o conf o r m a c i o n a l de las pr ot e í n a s de memb r a n a tamb i é n pare c e ser 
un eleme n t o clave de regul a c i ó n en su estab i l i d a d en la MP (Arva n et al., 2002) . Esto abog a 
por un mecan i s mo de contr o l capaz de detec t a r el pleg a mi e n t o erró n e o de algu n a s prot e í n a s 
en la MP, y rediri g i r l a s , vía endoc i t o s i s , hacia la vacuo l a , dond e son fina l me n t e degr a d a d a s . 
Uno de los ejemp l o s más estud i a d o s en la le vadu r a lo consti t u y e la ATPasa de MP, Pma1p , 
cuy a funci ó n consi s t e en bomb e ar proto n e s al espaci o extrac e l u l a r , activi d a d esenci a l para la 
viabi l i d a d celul a r . Se han descr i t o algun o s mutan t e s de esta prote í n a que son capac e s de 
alcan z a r la MP en un estad o confo r ma c i o n a l alte r a d o , lo que condic i o n a , que tras la inser c i ó n 
en la bicap a lipíd i c a , sean rápid a m e n t e endoc i t a d o s y degrad a d o s en la vacuo l a (Gong & 
Chan g , 2001; Liu et al., 2006 ) . El meca n i s mo de  reco n o c i mi e n t o de pr ot e í n a s mal pleg a d a s 
en la MP es aún desco n o c id o , sin embar g o se sabe, que en algunos casos, est as proteí n a s mal 
plega d a s son ubiqu it i n a d a s , induc i e n d o su inter n a l i z a c i ó n y degrad a c i ó n (Liu & Chang, 2006; 
Pizzi r u s s o & Chang , 2004). Tamb i é n se ha descr i t o que algun o s de estos mutan t e s de Pma1p 
no son capace s de asocia r s e aprop i a d a m e n t e a los Lipid Rafts , que son micr od o mi n i o s de 
memb r an a ric o s en ergost e r o l , impli c a d o s en una  gran varied a d de funcio n e s celul a r e s . Por lo 
que se ha post u l a d o que la ause n c i a de asoc i a c i ó n de los muta n t e s de Pma1 p a esto s domi n i o s 
de memb r a n a deter mi n a su inest a b i l i d a d  en la MP (Bagn a t et al., 2001) . 
 
5.4 Transporte específico de Chs3p 
 
Chs3p es una prote í n a integ r a l de membr a n a que está glico s i l a d a (Cos et al., 1998) , 
por lo tanto, debe transi t a r a lo  largo de la ruta secr et o r i a hasta lle gar a la MP, de acuerd o con 
las idea s antes co menta d a s. Sin emb ar go , hoy sabemo s, graci as a la car acte r i z a c i ó n de lo s 
genes CHS  identif i c a d o s a partir de fenoti p o de resist e n c i a a calcof l ú o r (Ronce r o et al., 
1988a) , que el transp o r t e de Chs3p prese n t a unas car act e r í s t i c a s única s ( Figura 9A)  como se 
verá a conti n u a c i ó n . 
 
CHS7 
 
Este gen codif i c a para una prot e í n a integ r a l de memb r a n a que se lo cali z a en el RE y 
actúa co mo chape r o n a esp ec í f i c a de Ch s3p , promo v i e n d o su salid a del RE. En ausen c i a de 
Chs7p , Chs3p queda reteni d a en el RE y es inact i v a tanto in vitro como in vivo (Trilla et al., 
1999) . Se cree que la funció n de Chs7p es simil a r a la de Shr3p , una chape r o n a espec í f i c a de 
algun a s amino á c i d o - p e r m e a s a s de MP como Gap1p . Se ha demo s t r a d o que tanto Chs3p como 
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G a p 1 , en ausencia de sus resp ec t i v a s chaper o n a s , for man agrega d o s que dificu l t a n su salida 
del RE. Se ha prop u e s t o que una de las funcio n e s de estas chape r o n a s es proteg e r las region e s 
hidro f ó b i c a s de sus prote í n a s - s u s t r a t o evita n d o dicha agreg a c i ó n (Kota & Ljung d a h l , 2005) . 
Chs3 p sufr e palmi t o i l a c i ó n a su paso por el RE. La unión de este grup o hidro fó b i c o sirv e en 
genera l ,  para anclar las proteí n a s a la me mb r a n a , aunq u e en el caso de las prot e í n a s 
integ r a l e s de memb r an a , co mo Chs3p , su f unci ó n no está tan clara . La palmi t o i l a c i ó n de 
Chs3p corre a cargo de Pfa4p, una acil-tr a n s f e r a s a , que tamb ién es neces ar i a para evitar la 
agreg a c i ó n de Chs3p en RE. Tanto en el mutan t e chs7 Δ c o mo en el pfa4 Δ , la pal mi t o i l a c i ó n 
de Chs3p está reduc i d a , así pues, se ha pr opu e s t o que Chs7 p y Pfa4p actú a n de forma paral e l a 
y coord in a d a para garan t i z a r la expor t a c i ó n de Chs3p del RE (Lam et al., 2006 ). 
 
Chs7p está presen t e en la célula en cantid a d e s limita n t e s . La sobree x p r e s i ó n de 
Chs3p produc e su acu mu l a c i ó n en el RE y sólo  se puede rever t i r au men t a n d o tamb i é n la 
canti d a d de Chs7p intra c e l u l a r . Est a sobr e e x p r e s i ó n conj u n ta prod u c e un incr e me n t o 
signi f i c a t i v o de la activ i d a d QSIII , lo que sugi er e que la regula c i ó n trans c r i p c i o n a l de Chs7p 
puede ser un impor t a n t e mecan i s mo de regul a c i ó n de la sínte s i s de quiti n a in vivo . D e 
acue r d o con esto se ha vist o un aumen t o de la expr e s i ó n de CHS7  en deter mi n a d o s proce s o s 
bioló g i c o s (Tril l a et al., 1999) . 
 
CHS5 Y CHS6 
 
En los mutan t e chs5 Δ y  chs6 Δ no hay sínte s i s de quiti n a in vivo , y sólo se detect a 
algo de activ i d a d QSIII in vitro en el mut ante chs6 Δ (Bula w a , 1993 ) . Chs5p y Chs6p son 
proteín a s asociad a s al Golgi necesar i a s para el tr ansp o r t e de Chs3p hasta la MP. En ausenc i a 
de algun a de ellas Chs3p queda reten i d a en lo s quit o so m a s (San t o s et al., 1997 ; Ziman et al., 
1998) . Recie n t e men t e se ha propu e s t o que ambas prote í n a s forma n parte de un comp l e j o 
multi p r o t e i c o , denomi n a d o exóme r o , que rec ubr e las vesícu l a s que salen del TGN y que 
parti c i p a en el trans p o r t e de varia s prote í n a s (Wan g et al., 2006) . Esto concu e r d a con el hecho 
de que Chs5p no sólo inter v i e n e en el trans p o r t e de Chs3p , sino tamb i é n en el de otras 
prote í n a s de memb r a n a co mo Fus1p . 
 
Chs6p junto con sus parál o g o s Bch2p , Bch1 p y Bud7 forma la fami l i a CHAP s 
(Tra u t w e i n et al., 2006 ) . Los muta n t e s simp l e s de cada una de las CHAP s pres e n t a un 
fenoti p o deter mi n a d o , por eje mpl o , resist e n c i a a cal cof l ú o r en el caso del mutant e chs6 Δ , o 
un patrón aleat o r i o en la emisi ó n de yema en el de bud7 Δ . La delec i ó n conj u n ta de Bud7p y 
Bch1p , al igual que ocurr e en el mutan t e chs6 Δ ,  provoc a la acu mu l a c i ó n de Chs3p en las 
vesíc u l a s de Golgi con la consi g u i e n t e dism i n u c i ó n de quit i n a , lo que sugi e r e que amb a s 
prot e í n a s tien e n func i ó n redu n d a n t e . Curi o s a me n t e , el muta n t e chs5 Δ muest r a todo s los 
fenoti p o s de las CHAPs, esto apunta a que Chs 5p es el elemen t o común a todas ellas . Chs5p 
es capaz de autoens a mb l a r s e y su ausenci a provo c a la deslo c a l i z a c i ó n del resto de prote í n a s 
CHAPs (Sanc h a t j a t e & Schekm a n , 2006; Traut w e i n et al., 2006) . Ademá s se ha demo s t r a d o 
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q u e intera c c i o n a especí f i c a me n t e con la for ma activ a unida a GT P de la GTPa sa Ar f1p,  una 
prote í n a invol u c r a d a en la forma c i ó n de vesíc u l a s en el post- G o l g i (Trau t w e i n et al., 2006) . 
Con todo s estos datos se ha propu e s t o un model o en el que Chs5p y las CHAPs forma n un 
co mp l e j o , denomi n a d o exóme r o , que recub r e l as vesícu l a s que salen del Golgi. Las CHAP s 
aporta r í a n la especi f i c i d a d de carga y Chs5p sería la pieza centra l del ensa mb l aj e. Ade más de 
estas prote í n a s , deben intev e n i r otros fact o r e s , ya que este co mp le j o por si solo no es capaz de 
deform a r la memb ra n a del Golgi para ge ner a r la vesíc u l a (Wang et al., 2006) . 
 
Co mo ya se ha menci o n a d o , Chs3p se puede local i z a r tanto en la MP como en 
reser v o r i o s intra c e l u l a r e s denomi n a d o s quito s o ma s (Holt h u i s et al., 1998) . El model o in vivo 
i n d i c a que Chs3p es alma ce n a d a en estos quito s o ma s en una forma inac t i v a , y cuand o se 
requi e r e es movil i z a d a desde ellos hasta la  MP donde pasa a un estad o enzi mát i c a m e n t e 
activo. Este reciclaj e desd e los quitosom a s depe n d e tamb i é n de Chs5 p y Chs6 p (Zima n et al., 
1998 ) . 
 
Cuand o en los muta n t e s chs5 Δ o chs6 Δ se bloque a la recupe r a c i ó n desde los 
endo s o ma s temp r a n o s al TGN, se  alter a la reten c i ó n de Chs 3p en los quito s o m a s y ésta es 
transp o r t a d a por una ruta altern a t i v a hacia la  MP. Por tant o , el reque r i mi e n t o de Chs5p y 
Chs6p pued e ser elud i d o en deter mi n a d a s ci rc u n s t a n c i a s y obten e r una quit ín sint a s a III 
funcio n a l , a través del redire c c i o n a mi e n t o de Chs3p (Vald i v i a et al ., 2002) . 
 
CHS4 
 
Este gen se denomi n ó origi n a l m e n t e SKT5  y se relaci o n ó con la síntes i s de pared 
celul a r duran t e la regen e r a c i ó n de protop l a s t o s  (Kaw a mo t o et al., 1992 ) . El muta n t e orig i n a l 
de chs4 Δ se aisló como mu tant e resist e n t e al antif ú n g ic o calco f l ú o r y se vio que era neces a r i o 
para la síntes i s de quitin a y para la activi d a d QSIII in vitro (Bula w a , 1993 ; Ronc e r o et al., 
1988 a ) . Sin emba r g o , anál i s i s post e r i o r e s de te r mi n a r o n que la acti v i d a d QSII I en este 
mutan t e sí es funci o n a l pero zimog é n i c a (Choi et al., 1994b; Trill a et al., 1997 ) . Chs3p y 
Chs4p parec e n inter a c c i o n a r físic a m e n t e y la sobree x p r e s i ó n de CHS4  aumen t a 
consid e r a b l e m e n t e la acti v i d a d QSIII in vitro . Todo esto induc e a pensa r que Chs4p podr í a 
actua r co mo activ a d o r de la activ i d a d QSIII (Vald i v i e s o et al., 2004) a través de su 
inter a c c i ó n direc t a con Chs 3p (Ono et al., 200 0) . Sin embar g o , nunca se ha co mpr o b a d o que 
Chs4p tenga activ i d a d prote o l í t i c a , no tiene hom ol o g í a con ningu n a de las prote a s a s descr i t a s 
en S. cerevisiae  y no se ha demo s t r a d o que Chs3p sea proce s a d a prote o l í t i c a m e n t e in vivo 
(Cos et al., 1998; Sant o s et al., 1997) . Todo esto sugier e que la natura l e z a zi mogé n i c a de la 
activi d a d QSIII en el mutant e chs4 Δ es artefactual in vitro . 
 
La funci ó n de Chs4p no sólo se limit a a la activ a c i ó n de Chs3p , sino que adem á s 
parti c i p a en la corre c t a lo cal i z a c i ó n de la mi sma a nivel del septo . El grupo de Dr. Pring l e 
median t e ens ay o s de intera c c i ó n de proteí n a s , propu s o un model o de ancla j e de Chs3p a la 
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z o n a del cuell o ( Figura 9B)  (DeMar i n i et al., 1997) . Chs3p , inser t a en la MP, inter a c c i o n a 
con Chs4p y ésta a su vez con Bni4p , una pr ote ín a con funci o n e s más gener a l e s en el 
ensamb l a j e de la maqui n a r i a del septo (Koz u b o w s k i et al., 2003; Sanz et al., 2004) . Bni4 p 
actúa co mo inter me d i a r i o , ancla n d o Chs4p al anillo de septina s , especí f i c a m e n t e a la septi n a 
Cdc10 p . Este model o encaj a con los dato s de que el mutan t e bni4 Δ present a nivele s normal es 
de quiti n a pero deslo c a l i z a d a h acia la célul a hija (DeMa r i n i et al., 1997; Sanz et al., 2004) .  
Aunqu e el papel de Chs4p en la local i z a c i ó n y activ a c i ó n de Chs3p está clara m e n t e 
demo s t r a d o , el mec an i s mo mole c u l a r de activ a c i ó n se desco n o c e . 
 
Chs4p cont i e n e un domi n i o de pren i l a c i ó n en el extr e mo carb o x i - t e r mi n a l de la 
proteí n a y durant e el des a rr o l l o de este trabaj o se demo st r ó que a est a proteí n a se une un 
grupo farn e s i l o in vivo (Grab i n s k a et al., 2007) . Con resp e c t o a la func i ó n del grup o pren i l o 
hay ciert a contr o v e r s i a . Algun o s autor es propo n e n que está dire c t a me n t e rela c i o n a d o con la 
activ a c i ó n de Chs3p (Grab i n s k a et al., 2007) , aunqu e otros grupo s han demo s t r a d o que el 
domin i o de preni l a c i ó n es total m e n t e pr esc i n d i b l e , ya que no afe ct a ni a la canti d a d ni a la 
distr i b u c i ó n de quiti n a . (DeM a r i n i et al., 1997; Ono et al., 2000; Tril l a et al., 1997) . Chs4 p  
contie n e 7 repeti c i o n e s SLR (Sel-1 Like Repeat ) , que consis t e en repeti c i o n e s de entre 36 y 
44 amino á c i d o s que adquie r e n una confo r m a c i ó n en α- h é l i c e s caracter í s t i c a . Las proteína s 
con estos domin i o s parec e n cu mp l i r una funci ó n adapta d o r a en el ensa mb l aj e de co mp lej o s 
multi p r o t e i c o s (Mitt l & Schne i d e r - B r a c h e r t , 2007) . A parte de est o Chs4p no contie n e ningú n 
otro domin i o conse n s o ni prese n t a ho mo l o g í a c on otras prote í n a s salvo con Shc1p, que es el 
Figura 9.  Transporte intracelular y 
localización final de Chs3p . (A) Transp o r t e 
intr ac e l ul a r de Chs3 p a trav é s de la 
maqui na ri a de sec rec i ón, desde el RE haci a 
la zona del sept o. A la izquierda se indica la 
local i z a c i ó n subce l ul a r donde Chs3p queda 
reteni da en ausencia de las proteínas 
indica d a s . Esquem a tomado de (Roncero, 
2002). (B) Modelo propues t o para la 
intera c c i ó n entre el comple j o QSIII , Bni4p y 
las septi n a s en la zona del sept o (DeMa r i n i et 
al., 1997).El complejo Chs3p/Chs4p se ancla 
al anil l o de septi n a s graci a s a la inte r ac ci ó n 
entre Chs4p y la proteína intermediari a 
Bni4p, ya que esta última se une 
dire ct a me n t e a sept i na Cdc1 0 p. 
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a c t i v a d o r espec í f i c o de Chs3p en esporu l a c i ó n . (Ver más adelant e ) . Desde un punto de vista 
conce p t u a l se ha venid o asumi e n d o que Chs4p es el  último eslab ó n en la ruta del trans p o r t e 
ante r ó g r a d o de Chs3p . 
 
Tamb ié n se ha descri t o que otros genes impli c a d o s en la sec rec i ó n gener a l de 
prote í n a s afect a n a la local i z a c i ó n de Chs3p . Por ejemp l o , la sobre e x p r e s i ó n de Ypt32 p o la 
delec i ó n de Sac1p , ambas impli c a d a s en los últim o s pasos del trans p o r t e , aumen t a n la llega d a 
de Chs3p a la MP (Orti z & Novic k , 2006 ; Scho r r et al., 2001). Asimi s mo , la act iva c i ó n de la 
ruta PKC parec e tener un efect o direc t o en el trans p o r t e de Chs3p , provo c a n d o su 
movil i z a c i ó n desde los quito s o m a s hacia la MP (Vald i v i a & Schek m a n , 2003) . 
 
 
5 .5 Esporulación 
 
La activ i d a d QSIII es tamb i é n la respo n s a b l e de la síntes i s de quitos á n , quitin a 
desace t i l a d a , durant e el proces o de esporu l a c i ó n .  En este est adí o no aument a n los nivele s de 
prot e í n a de Chs3 p (Cos et al., 1998 ) y el quit o s á n  se dist r i b uy e unifo r m e m e n t e por toda la PC 
de la ascospo r a ( Figura 10) . La activ i d a d QSIII en este proce s o depen d e de Chs7p , para su 
salida del RE (Trill a et al., 1999) y de Chs 6p , sin embar g o es indep e n d i e n te de Chs5p y 
Chs4p .  
 
El dato de que Chs4p es presc i n d i b l e duran t e la espor u l a c i ó n , se expli c a por la 
exist e n c i a de una prote í n a homól o g a que se induc e espec í f i c a m e n t e duran t e este proce s o : 
Shc1p (Sanz et al., 2002) . En el mutan t e chs4 Δ, las paredes de las ascospo r a s son idéntic a s a 
las de una cepa silve s t r e , sin embar g o , en shc1 Δ la PC car ec e de la capa de quito s á n , lo que 
origina esporas in madura s si milar e s a las del mutante chs3 Δ . Se ha demo s t r a d o que aunq u e el 
mRN A de C HS4  se sigue transc r i b i e n d o , Chs4p se degr ad a rápida men t e durant e el proces o 
de espor u l a c i ó n . Sch1p no se expre s a en veget a t i v o ,  pero bajo un promo t o r induc i b l e es capaz 
de restaur a r la síntesi s de quitina en el mut ante chs4 Δ . Curi o s a me n t e la dist r i b u c i ó n de esta 
quiti n a es unifo r m e por toda la PC, lo que sugi e r e que Shc1p es capaz de activ a r Chs3p pero 
no de anclar l a corre c t a m e n t e en la zona del cuello . Este resul t a d o es basta n t e lógic o si 
tenemo s en cuenta que durant e el proces o  de esporu l a c i ó n la quitin a desac e t i l a d a se 
distri b u y e unifo r m e m e n t e y no existe anill o de  septin a s que deter m i n e su posic i ó n . Todos 
estos datos indic a n que Shc1p es un homól o go func i o n a l de Chs4 p espe c í f i c o de 
esporu l a c i ó n . El anális i s comp a r a t i v o de las dos  proteí n a s , Chs4p y Shc1p, sugier e que la 
ausen c i a de 3 de los 7 domini o s SLR en Sh c1p podrí a estar asoci a d a a la funci ó n de 
local i z a c i ó n de Chs3p media n t e su inte r a c c i ó n con Bni4p (Sanz et al., 2002) . 
 
Por tanto , ha queda d o estab l e c i d o que la QSIII posee un mecan i s mo espec í f i c o de 
regul a c i ó n postr a d u c c i o n a l duran t e el proce s o de espor u l a c i ó n . 
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5.6 Conjugación 
 
La cantida d de quitina aumenta hast a 3 veces duran t e el proce s o de conju g a c i ó n , lo 
cual coinc i d e con un fuert e incre m e n t o de lo s nivel e s de Chs3p y Chs7p (Cos et al., 1998; 
Trill a et al., 1999) . En este caso la funci ó n de  la quiti n a es decis i v a , ya que los mutan t e s 
afect a d o s en su sínte s i s pr ese n t a n una baja efici en c i a de conju g a c i ó n (Sant o s et al., 1997; 
Trill a et al., 1997; Trill a et al., 1999) . Chs3p se lo cal i z a de forma polar i z a d a por la perif e r i a 
de la proy e c c i ó n sexua l (Sant o s & Sny de r , 1997) , sin embar g o , la distr i b u c i ó n de quiti n a está 
restrin g i d a a la base del shmoo ( Figura 10) . Esta locali z a c i ó n coi n c i d e con las septin a s , qu e 
se dispon e n en barras paral e l a s en la base de la  proy ec c i ó n (For d & Prin g l e , 1991 ; Kim et al., 
1991) . Esta coloc a l i z a c i ó n podrí a indicar que el co mp l ej o QSIII se ancla a las septi n a s tal y 
co mo ocurr e en veget a t i v o, aunqu e esta hipót e s i s todav í a no se ha demo s t r a d o .  
 
Chs4p, Chs5p y Chs7p son esenci a l e s para la  sínte s i s de quiti n a duran t e este pr oce s o 
sin embar g o , el mutan t e chs6 Δ no presen t a ningú n fenot i p o (Vald i v i e s o et al., 2004) . La cepa 
chs5 Δ presen t a graves def ect o s en la fusión celul a r duran t e la conju g a c i ó n , ya que no sólo 
inter v i e n e en el trans p o r t e polar i z a d o de Ch s3p , sino tamb i é n en el de Fus1p , prot e í n a 
implic a d a en la fusión de los shmoos (Santo s et al., 1997) .  
 
5.7 Inactivación y reciclaje de Chs3p 
 
Como ya se ha mencio n a d o , Chs3p no se degrad a en la vacuol a sino que sus nivele s 
se mantie n e n const a n t e s a lo largo del cicl o celul a r (Chua n g & Schek ma n , 1996) , y tras su 
endoci t o s i s no sufre degrad a c i ó n proteo l í t i c a , si no que se manti e n e estab l e en los quito s o mas 
(Zi man et al., 1996). Hasta la fecha sólo se han descri t o otras tres proteí n a s , a parte de Chs3p 
(Holt h u i s et al., 1998; Ziman et al., 1998) , que se recic l a n tras su endoc i t o s i s : Snc1p , Ste3p y 
Figura 10 .  Localización de quitina mediante tinción con calcoflúor. L a loca l iz a ci ó n de la quiti n a varí a en las 
dife r e nt e s etap a s del cicl o de vida . En el cicl o mitó t i c o la quit i n a se loca li za prin ci p a l me n te en la zona del sept o , 
en conju ga c i ó n su depos i c i ó n está restr i n gi d a a la base de la proyec c i ó n y en  las ascosporas el quitosán presenta 
una distri b u c i ó n unifo r m e .  
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S t e 6 p . Snc1p es una v-SNA R E que parti c i p a en la  fusión de las vesícula s secret or a s a la MP, 
tras su inser c i ó n en la mi sma es endoc i t a d a y recicl a d a hacia el TGN donde parti c i p a en una 
nueva ronda de exoci t o s i s . Snc1p se manti e n e en una locali z a c i ó n dinámi c a - e s t a b l e entre el 
TGN y la MP (Lewis et al., 2000). Ste3p, el receptor de factor a, se endocita tras su unión al 
ligan d o y se recic l a nueva m e n t e haci a la MP pasan d o por el Golgi (Chen & Davis , 2000) . Y 
final me n t e , Ste6p es el trans p o r t a d o r del facto r  a hasta la MP, y aunque una parte de la 
proteí n a entra en la ruta de degrad a c i ó n a vacuol a , hay otra parte signi f i c a t i v a que se reci cl a 
hacia el Golgi. Este transp o r t e difere n c i a l viene deter m i n a d o por el grado de ubiqu i t i n a c i ó n 
de la prote í n a (Krsm a n o v i c et al., 2005) . Hasta la  fech a ningún dato indic a la exist e n c i a de un 
mecan i s mo de regul a c i ó n co mún para todas estas prote í n a s . 
 
En el caso de Chs3p , el uso de mutan t es de endocito s i s reduce drástica me n t e la 
canti d a d de Chs3p en quito s o m a s purif i c a d o s y aument a su presen c i a en la MP (Chuan g & 
Sche k ma n , 1996 ; Ziman et al., 1996 ) . Todo apun t a a que tras su in se r c i ó n en la MP, Chs3 p es 
inactiv a d a median t e endoci t o s i s y pasa a residir nuev a men t e en los quit o s o ma s . La natu r a l e z a 
de los quito s o m a s no está clar a me n t e defin i d a , y se ha post u l a d o que son unas vesí c u l a s 
inter me d i a s con caracte r í st i c a s de endosom a s temp r a n o s y vesícu l a s del TGN, ya que parece 
que Chs3p se manti e n e en un equil ib r i o estab l e entre los dos comp ar t i men t o s (Valdi v i a et al., 
2002 ) .  
 
La salida de Chs3p desde los quito s o m a s no sólo está regul a d a por ciclo , sino que 
tamb i é n ocurr e tras la acti v a c i ó n de la ruta de integ r i d a d celul a r en respu e s t a a daño en PC o 
estrés celular (Valdiv i a & Schek ma n , 2003). En est e caso la secr eci ó n de Chs3p no ocurre de 
forma polar i z a d a , sino que se redis t r i b u y e por toda  la MP para refor z a r toda la PC por un 
proce s o depen d i e n t e de Rho1p y Pkc1p , aunqu e no de sus efect o r e s (Vald i v i a & Schek ma n , 
2003) . Tamb i é n requi e r e la actua c i ó n de Chs4- 7 p (Carot t i et al., 2002; Garcia - R o d r i g u e z et 
al., 2000) . En estas condi c i o n e s se da un incre m e n t o de quiti n a que alcan z a hasta el 20% de 
peso seco de la PC (Popo l o et al., 1997) . Y a unque se descon o c e la releva n c i a biológ i c a de 
los quito s o m a s todo indic a que el contr o l postr a d u c c i o n a l de Chs3p contr i b uy e a una 
respues t a rápi da ante situac i o n e s de estré s. 
 
 
MATERIALES  Y 
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1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS 
 
Para la real iza c i ó n de este trabajo se ha emplead o la levadur a de gemació n 
Saccharomyces cerevisiae . En la Tabla 3  se recogen las cepas utiliz a d a s así co mo su 
procedencia y característi cas genéti cas . Para reali z a r los trabaj o s de clonac i ó n molecu l a r se 
utiliz a r o n tambié n difere n t e s estirp e s de Escherichia coli  ( Tabla 4). 
 
Tabla 3 : Estirp e s de S. cerevisiae  empl e ad a s en este trabaj o . 
Estirpe  Genotipo  Procedencia  
W303 a MATa can1 -100 ade2-1 his3 -11,1 5 leu2-3,12 trp1-1 ura3-1  Colección del laboratorio  
W303 α MAT α can1 -100 ade2-1 his3 -11,1 5 leu2-3,12 trp1-1 ura3-1  Colección del laboratorio  
W303 2n  MATa/MA T α canl -100 ade2-1 his3 -11,15 leu2-3,12 
trp1-1 ura3-1  
Colección del laboratorio  
CRM1 03  W303 MAT α chs3 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM1 51  W303 MATa chs4 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM2 33  W303 MAT α chs4 :: H IS3  Colección del laboratorio  
CRM2 78  W303 MATa chs4 :: H IS3  chs3 :: LEU2  Colección del laboratorio  
CRM2 18  W303 MATa chs5 :: ADE2  Colección del laboratorio  
CRM2 75  W303 MATa chs6 :: H IS3  Colección del laboratorio  
CRM2 15  W303 MATa chs4 :: U RA3  chs5 :: ADE2  Colección del laboratorio  
CRM3 80  W303 MATa chs4 :: U RA3  chs6 :: H IS3  Colección del laboratorio  
CRM2 09  W303 MATa chs4 :: U RA3  chs7 :: H IS3  Colección del laboratorio  
CRM2 12  W303 MATa chs4 :: U RA3  chs3 :: LEU2  (Sanz et al., 2004)  
CRM4 99  W303 MAT α chs4 :: H IS3  bni4 :: U RA3  (Sanz et al., 2004)  
CRM9 76  W303 MAT α chs4 :: H IS3  chs3 :: LEU2  bni4 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM8 92  W303 MATa chs4 :: H IS3  chs3 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM8 72  W303 MATa chs3 :: LEU2  Colección del laboratorio  
CRM4 83  W303 MAT α bni4 :: U RA3  (Sanz et al., 2004)  
Y130 6  MAT α ura3-52 lys2-801 ade2-101 trp1-901 his3- Δ2 00  
CHS3- 3x HA  
(Santos & Sny der, 1997) 
JAY29  Y130 6 chs4 :: URA3  (Trilla et al., 1999) 
JAY30  Y130 6 chs5 :: ADE2  (Santos & Sny der, 1997) 
BY47 42  MAT α his3 Δ1 leu2 Δ0 lys2 Δ0 ura3 Δ0  Euroscar f  
Y119 69  BY47 42 end4 ::Kan MX 4  Eurosc ar f  
CRM9 26  BY47 42 end4 ::Kan MX 4 chs3 :: U RA3  Este trab ajo  
CRM9 27  BY47 42 end4 ::Kan MX 4 chs4 :: U RA3  Este trab ajo  
CRM1 07 7  W303 MAT α chs6 :: H IS3  chs3 :: U RA3  Este trab ajo  
Y041 19  BY47 41 aps1 :Kan Mx 4  Eurosc ar f  
Y010 33  BY47 41 apm1 :K an Mx 4  Eurosc ar f  
CRM9 24  BY47 42 chs3 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM9 25  BY47 42 chs4 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM1110 BY47 42 chs6 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM1 11 1  BY47 41 chs6 :: U RA3  apm1 ::Kan Mx 4  Este trab ajo  
CRM1 11 2  BY47 41 chs6 :: U RA3  aps1 ::Kan Mx4  Este trab ajo  
CRM1 11 3  BY47 41 chs4 :: U RA3  apm1 ::Kan Mx 4  Este trab ajo  
CRM1 11 4  BY47 41 chs4 :: U RA3  aps1 ::Kan Mx4  Este trab ajo  
15D au b  MATa  bar1 Δ  URA3 Δns leu2 ade1 his2 trp1  Dr. S.I. Reed  
CRM 237  15D au b chs4 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM5 04  15 Daub chs3 :: ADE1  Colección del laboratorio  
Materiales y Métodos 
38   
2 . MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
 
2.1 Medios de cultivos para E. coli  
 
Los medio s empl e a d o s para el culti v o de E . coli  fuero n : 
• Medio LB  (Luria - B e r t a n i mediu m) : Bacto t r i p t o n a 1%, extra c t o de levad u r a 0,5%, 
NaCl 1%, pH 7 
• Medio 2xYT . Bact o t r i p t o na 1%, extra c t o de levad u r a 1%, NaCl 1%, pH 7 
 
Los medios neces arios par a el creci mie n to de E . coli  se suple me n t a r o n con ampi c i l i n a 
(50 μg / ml ) para selec c i o n a r los clone s porta d o r e s de l gen de res ist e n c i a . Par a prepar a r los 
medios sólid o s se añadió agar al 2% a los medios ante s descri t o s . 
 
El crec i mi e n t o de E .coli s e reali z ó a 37º C tanto en placa co mo en medio líqui d o . Las 
diferen t e s cep as se conse rv a r o n a -70º C en glicero l al 50% 
 
2 . 2 Crecimiento vegetativo de S. cerevisiae  
 
Los medio s empl e a d o s para el creci m i e n t o de S. cerevisiae f u e r o n : 
• Medio YEP:  Extra c t o de levad u r a 1%, pepto n a 2%. 
• Medio YEPD:  Extrac t o de levad u r a 1%, pepto n a 2%, gluco s a 2%. 
• Medio YNB (Medio Mínimo): B a s e nitr o g e n a d a sin ami n o á c i d o s 0.7%, gluc o sa 2%. 
• Medio Sintético Definido (Medios SD): M e d i o mínimo suple m e n t a d o con una mezcl a 
de 20 amino á c i d o s prote i n ó g e n o s y otros nutri e n t e s . A fin de mante n e r la presi ó n 
CRM5 08 15 Daub bni4 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM1 19 9 15 Daub chs3 :: ADE1    chs4 :: U RA3  Colección del laboratorio  
CRM1 22 5 15 Daub cdc28-13  Dra. Hen ar Vald iv ieso  
Y005 68 BY47 41 erg6 ::Kan Mx 4  Eurosc ar f  
CRM1 24 3 BY47 41 bar1 :: LEU2  Este trab ajo  
CRM1 24 5 BY47 41 bar1 :: LEU2   erg6 ::Kan Mx4  Este trab ajo  
YPH 499 MAT a U RA3-52 lys2-801 ADE2-101  trp1- Δ6 3 HIS3-Δ2 00 LEU2- Δ 
Dra. Ann e Span g 
(Biozentr u m, Basilea)  
YAS146 9  YPH 499 MAT a CHS3 -H BH ::H ph MX4  Dra. Anne Span g (Biozentr u m, Basilea)  
CRM1 14 9  YPH 499 CHS3 - H BH ::H ph MX 4 end4 :: TPR1  Este trab ajo  
CRM1 15 0  YPH 499 CHS3 - H BH ::H ph MX 4 chs5 :: TPR1  Este trab ajo  
Tabla 4 : E s tirp e s de Escherichia coli  emplead a s en este trabaj o . 
N ombre  Genotipo  Procedencia  
CJ236 F', cat(=pCJ1 05 ; M13
S Cm R ) / d u t, ung 1, thi-1 , relA 1, 
spoT 1, mcrA Bio Rad  
MAX efficiency 
DH5 α 
F- f80dlacZDM 15, D(lacZYA - arg F) U169 , deo R, recA1, 
endA1 , hsd R17 (r k - , m k +) , phoA, supE44 , I-, thi-1 , gyrA 96 , 
relA1 
Life Technolo-
gies 
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selectiva durante el creci miento de las cep as transf o r m a d a s con plás mi d o s , se elimin ó 
del medio el suple m e n t o corre s p o n d i e n t e .  
 
Los medios se solidi f i c a r o n añadie n d o agar  al 2%. El crec i mi e n t o vege t a t i vo de S. 
cerevisiae se llevó a cabo en placas o matrac e s a 28º C y con una agitac i ó n de 250 rpm en el 
caso de los cultiv o s líqui d o s .  
 
El creci mi e n t o se contr o l ó midie n d o la tu rbi d e z del culti v o por absor b a n c i a a 600 nm 
en un espec t r o f o t ó met r o . El númer o de célul a s por mil il i t r o se esti mó por comp a r a c i ó n con una 
recta patró n , obten i d a repre s e n t a n d o el númer o de célul a s conta d a s en la cámar a Thoma fren t e 
a la absor b a n c i a a 600 nm (DO 6 0 0  1 apro x . 1-2 x10 7  céls / ml ) . Cuan d o fue prec i s o se deter mi n ó 
el númer o de célul a s en un culti v o por conta j e direc t o . A menos que se indiqu e lo contr a r i o 
todos los culti v o s se recog i e r o n en fase logar í t mi c a temp r an a (< DO 6 0 0  2). 
 
El manten i mi en t o de las cepas se realiz ó por resie mb r a s en placa s de medio sólid o , que 
se conser v a r o n a 4º C entre 30 y 40 días. Las cepa s se conser v a r o n a -70º C en glicer o l al 15%. 
 
Para los ensay o s de indu c c i ó n del promo t o r GAL1 , las célul a s se incub a r o n en medio 
YEP o SD, pero usand o la rafin o s a (2%) co mo fu ent e de carb o n o . En fase logar í t mi c a de 
creci m i e n t o se trans f i r i e r o n los cult i v o s al medi o corr e s p o n d i e n te con galac t o s a (2%) y se 
recogi e r o n las célula s a los tie mpo s indic a d o s . En el caso de célula s trat a d a s con factor α, se 
añadió la galact o s a direct a me n t e al  culti v o (1% de conce n t r a c i ó n final ) . 
 
2.3 Condiciones de esporulación de S. cerevisiae   
 
Las células diploid e s crecida s en Medio YEPD hasta una DO 6 0 0  1.5- 1 .8 y tras dos 
lavado s con agua estéri l fuero n  transf e r i d a s a Medio de Esporulación  (Extra c t o de levad u r a 
0.1%, aceta t o potás i c o 1%, gluco s a 0.01% ) e incuba d a s a 25º C entre 3 y 4 días. Trans c u r r i d o 
este tiemp o y tras un tratami e n t o con glusu l a s a  ( Perkin-Elmer ) al 1% dura n t e 5-10 minu t o s a 
37º C, se proce d í a a la disec c i ó n de las ascas c on la ayud a de un micr o ma n i p u l a d o r auto mát i c o 
( Singer Instruments MSM SYSTEM ) . Tras un creci mi e n t o en placas de YEPD se sele cci o n a r o n 
los clones median t e la auxotr o f í a o resist e n c i a corres p o n d i e n t e . 
 
2 .4 Tratamiento con factor α 
 
Células de tipo sexual a de S. cerevisiae  ( bar1 Δ ), en fase logarít mi ca de creci mi ento se 
trans f e r í a n a medio YEPD a una DO 6 0 0  fina l de 0.5-0. 6 . Tras 30-45 de incub a c i ó n a 28ºC para 
permi t i r la adapt a c i ó n al medio , se añadí a facto r α ( Sigma ) a una conce n t r a c i ó n final de 200 
ngr/ml y se incub a b a n nueva m e n t e a 28ºC con agita c i ó n duran t e 2-3 horas según las 
carac t e r í s t i c a s del exper i m e n t o . 
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2.5 Medios suplementados con drogas 
 
El ensay o de resist e n c i a a calcoflúor  ( Blankophor BBH, Bayer ) se realizó en plac a s 
YEPD o SD, supl e me n t a d a s con este antif ú n g i c o a la conce n t r a c i ó n fina l indi cad a (0-1 mg /
ml) . En el caso del medio SD era nece sa r i o tamp o n a r el medio con Bift a l a t o potá s i c o 50mM 
pH 6,1 para evita r la preci p i t a c i ó n del Calco f l ú o r . En la parte fina l del traba j o , las 
conce n t r a c i o n e s utili z a d a s eran menor e s debid o al cambi o de produ c t o ( Sigma ). 
 
El ensay o de resistenci a a SDS (dode c i l sulf a t o sódi co )  se realizó en placas de YEPD o 
SD, suple me n t a d a s con SDS a una conce n t r a c i ó n fina l entr e 0-0. 0 06 %. En el caso de l a 
resistenci a a cafeína  la concen t r a c i ó n final utili z a d a fue entre 0-5mM . 
 
La resistenci a en placa se realizó media n te el ensay o de gota. Las células incubadas en 
el medio YEPD o SD corre s p o n d i e n t e , se recog i e r o n en fase logar í t mi c a  y se ajust a r o n en un 
milili t r o de agua a DO 60 0  1. Se hicier o n diluc i o n e s 1/10 sucesi v a s y con un replic a d o r estér i l se 
deposit a r o n las gotas sobre las placa s s uple m e n t a d a s con la droga indic a d a . 
 
El ensay o de resiste n c i a a Zimoliasa  se realiz ó en medio líqui do YEPD o SD. Un 
cultiv o en fase logarí t mi c a se diluyó hasta DO 6 0 0  0.00 5 en medio líqu i d o fres c o con canti d a d e s 
creci e n t e s de Zimo l i a s a 100T (0-10 Unida d e s ) y se incub a r o n duran t e 16 horas a 28ºC. 
Trans c u r r i d o este tie mp o se midió la DO 6 0 0  de cada cultivo y los datos se representaron en 
escal a logarít m i c a , ref erid o s a los obtenid o s en ausenci a de la enzi ma.  
 
2. TÉCNICAS GENERALES DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
 
2.1. Obtención de ADN 
 
La extra c c i ó n de ADN plasmí d i c o a par ti r de  bacter i a s se realiz ó usand o el mét odo de 
la lisis alcali n a (Zhou et al., 1990), en el que las célula s se ro mp en en presen c i a de una mezcl a 
de NaOH y dodeci l sulfat o sódico (SDS ). El ADN es precip i t a d o poster i o r m e n t e con etanol . 
Cuand o se neces i t ab a ADN de may o r purez a o más conce n t r a d o , se utili z ó el ¨ Kit¨ Wizard 
Plus SV Minipreps DNA purification System d e Promega . 
 
2.2 Tratamientos enzimáticos del ADN 
 
Todos los protoc o l o s usado s para manipu l a r el ADN, así co mo su transf o r m a c i ó n en 
las distin t a s cepas , se recoge n en las public a c i o n e s de (Sambr o c k & Russel l , 2001) . 
 
Los princip a l e s trata mi e n t o s enzi mát i c o s reali z a d o s fuero n : 1) Digest i o n e s con 
endonu c l e a s a s de restri c c i ó n . 2) Ligaci ó n medi a n t e la ADN ligasa del fago T4. 3) 
Fosfo r i l a c i ó n del extre mo 3´ de oligo n u c l e ó t i d o s  con la polinu c l e ó t i d o quinas a del fago T4. 4) 
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C r e a c i ó n de extre mo s romo s utili z a n d o el fragme n t o Klenow  de la ADN polimer a s a I de E . 
coli , o la ADN polime r a s a del fago T4. 
 
2.3 Electroforesis del ADN en geles de agarosa 
 
El anális i s de los fragme n t o s de ADN obteni d o s por tratami en t o con enzi ma s de 
restr i c c i ó n o ampli f i c a c i ó n por PCR se llevó a cabo median t e ele ctr o f o r e s i s en gele s de 
agarosa ( Agarosa D-1, Pronadisa ) prepa r a d o s a una conce n t r a c i ó n varia b l e entre 0,8% y 1,5% 
según el tamaño esper a d o de los fragme n t o s .  Los geles se prepa r a r o n con tampó n 1x TAE 
(Tri s - a c é t i c o 40 mM, EDTA 2 mM, pH 7,5- 7 ,8 ) y se añadió el agente interc a l a n t e , Bro mur o de 
etidi o , a una conce n t r a c i ó n final de 0,5 μg / m l . 
 
Para el aisla mi e n t o y purific a c i ó n de los frag men t o s de ADN a partir de geles de 
agarosa se uti lizó el si ste m a G F X ™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit  sumini s t r a d o por 
Amersham Biosciences . 
 
2 .4 Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) 
 
L a amplif i c a ci ó n de fragme n t o s de ADN media n t e PCR se llevó a cabo en un 
termo c i c l a d o r My Cycler T M  d e  Bio Rad . 
 
Depend i e n d o de la temp e r a t u r a de fusi ó n (Tm), de los cebad o r e s emple a d o s y del 
tamañ o del produ c t o esper a d o , se reali z a r o n modif i c a c i o n e s sob re el proto c o l o están d a r de 
reac ció n : 
 
Desnat u r a l i z a c i ó n inici a l … … … … … … . 1 0 min. a 94ºC 
   1 ) Desna t u r a l i z a c i ó n del ADN……… . . . . . 1 min. a 90º C 
2 ) Anill a mi e n t o … … … … … … … … … …1 min. a 55º C 
3 ) Exten s i ó n … … … … … … … … … … . . . . . 5 min. a 72ºC 
Exte n s i ó n final 10 min. a 72ºC 
 
Las mezcl as de reacción contenían: ADN molde en cantid a d varia b l e seg ún fuese 
ADN plasmí d i c o o genóm i c o , una mezcl a de  dNTPs (dAT P , dTTP , dGTP , dCTP ) a una 
conce n t r a c i ó n final de 10mM, los dos oligo nu c l e ó t id o s cebad o r e s (1 μM cada uno), MgCl 2  1,5 
mM. La polime r a sa empl ea d a fue la RedAcc u T a q ® ( Sigma ) a 0,25 unid a d e s / r e a c c i ó n y el 
tampó n de reacc i ó n sumin i s t r a d o con la enzi ma. Los cebad o r e s  emplea d o s en este traba j o 
fuero n sumin i s t r a d o s por las empre s a s Isoge n (www. i s o g e n . n l ) y Ther mo (www. t h e r mo . c o m ) , 
sus secuenc i a s y finalid a d se describ e n en la Tabla 5.  
 
En las reacc i o n e s de ampl i f i c a c i ó n se utili z a r o n tempe r a t u r a s de anill a mi e n t o de entr e 
3 y 5 grados por debajo de la del cebado r que tuvies e la Tm más baja. 
30 ciclo s 
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 Tabla 5 : Oligon u cleó tid os má s relev an tes emp lead o s en este trab aj o. 
N ombre  Secuencia  Finalidad  
CHS4-530 SspI CCTCTTGTCCTC CTA A TA T T A A G CTTTCTCG 
Const r u c c i ó n trunc a c i ó n  
Chs4p- Δ 530 
CHS4-560 SspI GAATA AA TT C A AAG T AC T CTA ATA TTA ATT T T T T T TA TG C T G 
Const r u c c i ó n trunc a c i ó n  
Chs4p- Δ 560 
CHS4-590 SspI GGATTTC C AG T CTA A TA TT A T T CA G A TT TTG AAG 
Const r u c c i ó n trunc a c i ó n  
Chs4p- Δ 590 
CHS4-625 SspI GGAG AA CTTTT CTA A TA T T A TG TA TCA GAACCCG 
Const r u c c i ó n trunc a c i ó n  
Chs4p- Δ 625 
CHS4- P C R1 ATTAG CG GA C GG C T A C TC PCR degenera da de CHS4. reverse 
CHS4-PCR2 CTTGTTTGACTGTCCACA PCR degenera da de CHS4. forward  
CHS4-NcoI TAATCC A TG G CAAGTTCACCGCAG    
Dos híbridos. Sitio NcoI antes 
del ATG 
CHS4-C SmaI TAACCCG GG AG TG TA AA CTGTTG CAC    
Dos híbridos. Sitio SmaI 
después del codón de parada 
CHS3-Ntermin al 
(TH) NcoI 
AATTAG C CA T GG CCGGCTTGA A TGGA GA
T G 
Dos híbridos. Sitio NcoI antes 
del ATG 
CHS3- Ctermi n al 
(TH) SmaI 
TCGTTGCCCGGGCCC T 
TAATTA AA CCA TC 
Dos híbridos. Sitio SmaI 
truncac i ó n 700 (Chs3pN t ) 
CHS3 D17 0 SmaI TGACCCG GG TAG CTA CA TCTGCCAAAATG A CA AT G T 
Dos híbridos. Sitio SmaI  
truncac i ó n 170 
CHS3 D23 0 SmaI TGACCCG GG TAG CTA CG AACTACTACAAACGG T 
Dos híbridos. Sitio SmaI 
trunca c i ó n 230 
CHS3 D43 4 SmaI TGACCCG GG AA T CTA TTCGCTCAAACATCTCGC 
Dos híbridos. Sitio SmaI 
trunca c i ó n 434 
CHS3 D49 0 SmaI TGACCCG GG TTT CTA G TC C A C G ATA TA T GCACC 
Dos híbridos. Sitio SmaI 
trunca c i ó n 490 
CHS3 D85 5 SmaI TGACCCG GG AGG CTA TTT A A C CA T T TC A GCGACC 
Dos híbridos. Sitio SmaI 
trunca c i ó n 855 
CHS3 210 ATG 
NcoI AATTAG C C A T G G G TG C G A TT G T G G CT T T C 
Dos híbridos. Sitio NcoI 
trunca c i ó n 210-85 5 
CHS3 434 ATG 
NcoI 
AATTAG C C A T G G CG AGA TGTTTG AGCG A
A 
Dos híbridos. Sitio NcoI 
trunca c i ó n 434-85 5 
CHS3 470 ATG 
NcoI AATTAG C C A T G G CCTGCTACTTCCGTTG 
Dos híbridos. Sitio NcoI 
trunca c i ó n 470-85 5 
CHS3 K136 R A GCGG AAG ACG AA TTCGA TCGAG A TG G TG A T 
Mutagén e s i s Lis136 x Arg 
YPT3 2-N SpeI CCACTAGT ATG AG CA A CG AAG A TT AC G G    
Constr u c c i ó n YPT32 bajo 
promotor GAL1 
YPT3 2- C SalI GCGT CG A C C C A T G CG AC C T T A GTAGG G C    
Constr u c c i ó n YPT32 bajo 
promotor GAL1 
CHS3 Δ6 3 N-t CCGCA GGAA AGA AA TTA GA A T G A CG C AGG AG C AGA TG AA T CA C 
Deleci ó n del  extremo N-t de 
Chs3p 
CHS3 Δ1 26 N-t CCGCA GGAA AGA AA TTA GA A T G GATG AAG G TG TT G CGG AAG A CG 
Deleci ó n del  extremo N-t de 
Chs3p 
CHS3 Δ1 94 N-t CCGCA GGAA AGA AA TTA GA A T G GAA AGACA AA TG G CG TGGA GAG 
Deleci ó n del  extremo N-t de 
Chs3p 
Los codones de inicio y de parada se indican en color rojo.  
Los sitios de restricción intr oducidos se señalan subrayados. 
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L o s frag me n t o s de ADN obteni d o s por PCR se clonar o n direc t a me n t e en el plá s mi d o 
pGemT (ver Apar t a d o 2.7.1 ) . 
 
2 .4.1 PCR degenerada 
 
Para obte n e r una pobl a c i ó n de molé c u l a s de C HS4  mut adas al azar, se realizó una PCR 
degen e r a d a sobre este gen. Se utili z ó la enzi ma EcoTaq DNA polime r a s a ( Ecogen ) con el 
tampó n sumi n i s t r a d o por el fabri c a n t e . A la mezcl a de reacción se añadió MgCl 2  1,5 mM, y 20 
ng por cada 50 μl de mezcl a de rea c c i ó n del plás m i d o pRS31 5 - C HS4 . Ademá s , para induc i r 
errore s en el proceso de amplifi c a c i ó n , se añad ió una mezcl a no equita t i v a de nucleó t i d o s , qu e 
conte n í a dCTP/ d T T P / d G TP 0.2 mM de cada uno y dATP 0,04 mM. Co mo cebad o r e s de la 
reacc i ó n se utili z a r o n los oligo n u c l e ó t id o s CHS4 PCR1 y CHS4 PCR2 ( Tabla 5 ) 
 
Posteri o r me n t e , los fragme n t o s amplif i c a d o s se contra n s f o r ma r o n en una cepa chs4 Δ, 
junto con el plás mi d o  pRS31 5 - C HS4-GFP  linear i z a d o con NheI , que corta dentr o de la regió n 
a reco mb i n a r .  Los produ c t o s de PCR co nte n í a n extre mo s flanq u e a n t e s ho mó l o g o s al plásm i d o 
linear i z a d o , de esta for ma se dirige la reco mb i n a c i ó n in vivo , según se descr i b e en (Muhl r a d et 
al., 1992) . Típic a men t e la may o r parte de las colon i a s recup e r a d a s (>90%) conte ní a n 
plás mi d o s rec o mb i n a n t e s . 
 
2.5 Secuenciación de ácidos nucleicos 
 
La técni c a usada se basa en la descr i t a por  (San g e r et al., 1977 ) , pero en este caso se 
empl e a r o n dide o x i n u c l e ó t id o s marc a d o s con fluo r o c r o mo s y un lá ser capaz de reconoce r cad a 
uno de ellos . Se utili z ó un secue n c i a d o r ABI 377 ( Applied Biosystems ) . Las secuenci a s se 
impor t a r o n media n t e el progr a m a Chromas , que mu estra el cro m ato g r a ma de la reac ció n y la 
secuencia de ADN corresp ondiente. Todas las reac ci o n e s se llevar o n a cabo en el servic i o de 
secuen c i a ci ó n de la USAL. 
 
2 .6 Mutagénesis dirigida in vitro  
 
Se utiliz ó el sistem a Muta Gene Fagemid  de Bio Rad , que se basa en el método 
descr i t o por (Kunk e l , 1985) . Para la mu tag é n e s i s empl e a mo s la cepa CJ236 de E . coli  que 
cuent a con: 
• E l episom a F', que le permi t e ser in fec t a d a por el fago auxil i a r M13K0 7 . 
• L a mutac i ó n dut , que inactiva la enzi ma dUTPasa. Lo s elevado s niveles intrace l u l a r e s de 
dUTP, hace que las molécu l a s de ADN sintet i z a d a s porten uracil o en vez de timi n a . 
• L a muta c i ó n ung , que inactiv a la uracilo N-glic o s i l a s a , y así el uracilo incorp o r ad o al ADN 
no puede ser eli mi n a d o . 
 
Para llevar a cabo las rea ccio n e s de mutagé n e s i s se emple a r o n los oligon u c l e ó t i d o s 
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c e b a d o r e s recog i d o s en la Tabla 5  y se proce d i ó del sigui e n t e mo do: 
• L a esti r p e CJ23 6 se trans f o r mó con el ADN bi cate n a r i o que se preten d í a mutage n i z a r y se 
inoc u l ó en medi o 2xYT líqu i d o. 
• S e infec t a r o n las coloni a s resul t a n t e s co n el fago M13K07 . 
• S e recupe r a r o n las molécu l a s de ADN de  caden a senci l l a conte n i d a s en los fagos . 
• E s t a s cadena s rica s en ur acilo se usar on como mo lde para sint eti z a r in vitro las hebras 
co mp l e m e n t a r i a s . El ceba d o r empl e a d o fue el olig o n uc l e ó t i d o que cont e n í a la muta c i ó n que 
querí a mo s intr o d u c i r , prev ia men t e fosf o r i l a d o . La fosfo r i l a c i ó n de los oligo s se llevó a cab o 
de la sigui e nt e forma : 20 μl de H 2 O, 1 μl de la enzi ma polinu c l e ó t i d o kinasa (PN K ) 
( Fermentas ) , 3 μl de tamp ó n de PNK, 1 μl de ATP 100mM y 5 μl de olig o nucl e ó t i d o 20 
mM. La reacc i ó n se incubó duran t e 1 hora a 37ºC. La sínte s i s de doble caden a in vitro se 
reali z ó sigui e n d o la sigui e n t e reacc i ó n con canti da d e s creci e n t e s de oligonu c l e ó t i d o 
fosf o r i l a d o llev a d o a un volum e n  final de 10 μl : 
A cont i n u a c i ó n se incu b a 5 minu t o s a 70-7 5º C  y luego se dejar bajar la temp er a t u r a 
progre s i v a m e n t e hasta los 35º C. 
Se pasa a hi elo y se añade a cada tubo 3 μl de la mezcl a sig u ient e : 1 μl de tamp ó n de 
sínte s i s , 1 μl Ligasa T4 ( USB ) , 0,8 tampó n de diluc i ó n de polime r a s a T7 y 0,2 ml 
polimer a s a T7 ( USB ) . Se incu b ó 5 min u t o s en hiel o , 5 minu t o s a temp e r a t u r a ambi e n t e y 
1,5 horas a 37ºC. 
• S e transf o r m ó las cepa DH5 α con 10 μl de ADN bi cate n a r i o . DH5 α no es mutan t e ung e 
inactiv a la hebra rica en uracilo del ADN, repli c a n d o de forma casi exclu s i v a , la hebra sin 
uraci l o , que es la porta d o r a de la mutac i ó n . 
 
2.7 Vectores utilizados 
 
2 .7 .1 Vectores de E.coli 
 
pGEMT ( Promega ) : Es un vecto r deriv a d o del plásmi d o pGEM- 5 f ( + ) que se 
co merc i al i z a linear i z a d o con una timidi n a adicio n a l en los extremo s que facili t a la inserc i ó n de 
frag me n t o s gener a d o s por PCR. 
 
2 .7 .2 Vectores de  S. cerevisiae  
 
Los vectore s de S. cerevisiae  emplea d o s en este trab a j o son los de la serie pRS31 0 : 
Buffer de  
anillamiento  
ssDNA Oligonucleótido  fosforilado Agua Volumen final 
1 μl 1 μl 0 μl 8 μl 10 μl 
1 μl 1 μl 0.5 μl 7.5 μl 10 μl 
1 μl 1 μl 1 μl 7 μl 10 μl 
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p R S 3 1 3 , pRS3 1 4 , pRS3 15 y  pRS316 (Sik o r s k i & Hiete r , 1989 ) , que poseen un marca d o r 
selec ci o n a b l e : H IS3, TRP1 LEU2 y  URA3 , resp e c t i v a me n t e . Cada uno de  los plás mi d o s de esta 
serie contie n e una secuen c i a de replic a c i ó n autóno m a ARSH4  y una secuen c i a centro mé r i c a 
C E N 6 ,  lo que les confier e capacid a d de replica c i ó n autón o ma y estab i l i d a d mit ó t i c a y meiót i c a 
en bajo númer o de copia s (1-2 por célula ) . Los plásm i d o s de la serie pRS42 0 (Chri s t i a n s o n et 
al., 1992) , comp a r t e n la misma secue n c i a que los pRS3 1 0 pero ademá s cont i e n en un orig e n de 
repli c a c i ó n del plás mi d o 2 μ de E . coli p o r lo que se manti e n e n en alto núme r o de copia s (20 -
3 0 por célul a ) . Los plásm i d o s de esta seri e se han utili z a d o para los exper i men t o s de 
sobre e x p r e s i ó n . 
 
Los plás mi d o s usados en este trabaj o se mu estr a n en la Tabla 6. 
 
Tabla 6: Plásmid o s utilizad o s en este trab aj o 
N ombre  Procedencia  
pRS314 - CHS4  (Trilla et al., 1997) 
pRS424 - CHS4  (Trilla et al., 1997) 
pRS315 - CHS4 -GFP (San z et al., 2004) 
pRS315 - CHS4 -3x HA (Trilla et al., 1997) 
pRS314 - CHS4 -3x HA (Trilla et al., 1997) 
pRS314 - CHS4 -GFP (San z et al., 2004) 
pRS314 - CHS4 Δ5 30 -G FP Este trab ajo 
pRS314 - CHS4 Δ5 60 -G FP Este trab ajo 
pRS314 - CHS4 Δ5 90 -G FP Este trab ajo 
pRS314 - CHS4 Δ6 25 -G FP Este trab ajo 
pRS314 - CHS4 C693S -GFP Este trab ajo 
pRS314 - CHS4 Δ5 90 Este trab ajo 
pRS314 - CHS4 C693S  Este trab ajo 
pRS314 - CHS4 Δ5 90 -3x HA Este trab ajo 
pRS314 - CHS4 C693S 3 - xHA Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M1 ’-GFP Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M3 ’-GFP Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M7 ’-GFP Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M9 ’-GFP Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M1 2’-GFP Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M1 ’-3x HA Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M3 ’-3XHA Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M7 ’-3XHA Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M9 ’-3XHA Este trab ajo 
pRS315 - CHS4 M1 2’-3 XHA Este trab ajo 
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Los mar caj e s de CHS4, tanto el 3xHA co mo la GFP , se locali z a n en el extre mo N-
ter mi n a l de la prote í n a (Sanz et al., 2004) . El resto de proteínas se encuentran marcad as en el 
extre mo C-te r mi n a l . El plás mi d o pHV7, es un deriv a d o del Ypc50 que conti e n e CHS3 
marca d o con 3xHA o con GFP en su extre mo C-te r m i n a l . 
 
3. TÉCNICAS MICROSCÓPICAS  
 
Para llevar a cabo estas técnica s se empleó un micr osc o p i o Leica D M RXA  equip a d o 
con un siste m a de ilumi n a c i ó n halóg e n a y un equip o de fotog r a f í a digi t a l . 
 
3.1 Microscopía de contraste de fases 
 
Para la obser v a c i ó n de las cepas de S. cerevisiae s e realiz a r o n pre p ar a c i o n e s húmed a s 
de culti v o s en medio líqui do .  
 
3.2 Microscopía de fluorescencia 
 
La observ a c i ó n de muestr a s con fluore s c e n c i a se realiz ó en el micros c o p i o descri t o 
anter i o r men t e media n t e la ilu mi n a c i ó n de las mis ma s con un siste ma de epifl u o r e s c e n c i a 
empl e a n d o una lámp a r a de mercu r i o de 100W. Adem á s , se usaro n los filtr o s adecu a d o s para 
pRS316 - CD C3 -GFP (Caviston et al., 2003)  
pRS314 - BNI4 -YFP Este trab ajo 
pHV7 - C -HA (Cos et al., 1998 )  
pHV7-GFP Colección del laboratorio 
YpLac111 - CHS3 - GF P J. Rodr ígu e z -Med in a 
pRS315 - CHS3 -3xHA Colección del laboratorio 
pRS314 - GAL1-YPT32  Este trab ajo 
pRS314 - GAL1-CHS4 -GFP Este trab ajo 
pRS314 - GAL1-CHS3 -GFP Este trab ajo 
pRS316 - FUS1 - G FP Dra. B. Santo s 
pRS316 - B U D 6 -GFP Dr. Sco tt Erd man 
pRS314 - CHS3 K136R -GFP Este trab ajo 
N ombre  Procedencia  
pRS315 - CHS3 -GFP Colección del laboratorio 
pRS315 - Δ64 CHS3 -G FP Este trab ajo 
pRS315 - Δ12 6 CHS3 -G FP Este trab ajo 
pRS315 - Δ19 4 CHS3 -G FP Este trab ajo 
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d e j a r pasar la luz ultrav io let a (UV) de una determi n a d a longi tu d de onda, según los espect r o s 
de excita c i ó n - e mi s i ó n propi o s de los fluoro c r o mo s utili z a d o s . Las imágen e s obten i d a s de est a 
manera se pr oces a r o n con el progra m a Adobe Photoshop . 
 
3.2.1 Fluorescencia directa con GFP, YFP o CFP 
 
La prote í n a verde fluore s c e n t e (GF P ) es un polip é p t i d o de 238 amin o á c i d o s 
proce d e n t e de la medus a Aequorea victoria  que posee la capac i d ad de emiti r luz verde cuand o 
se excit a con luz ultra v i o let a de longi tu d de onda de 395 nm. Por ello, basta con fusio n a r la 
secuenc i a de ADN que co dific a est a pr oteín a con la  del gen de la prote í n a objet o de estud i o y 
observ a r la expres i ó n de esta proteí n a híbri d a al micr os c o p i o de fluore s c e n c i a . Deriv a d a s de la 
GFP son las prote í n a s YFP y CFP que emite n fluore s c e n c i a a difere n t e s longit u d e s de onda. 
 
Para observ a r las proteí n a s marca d a s con GFP, el medio fue suple me n t a d o con  
Adenin a (50mg/ L ) par a suprimi r la aut o fl u o r e s c e n c i a celula r . 
 
3.2.2 Tinción con Calcoflúor 
 
El calco f l ú o r es un fluor o c r o mo de tipo direc t o que se une prefe r e n t e m e n t e a 
políme r o s co n enlac e s β - ( 1 , 4 ) - C - g l u c op i r a n ó s i d o s , co mo la celul o s a o la quiti n a . Graci a s a la 
capac i d a d que prese n t a de emiti r luz visib l e cuand o es excitad o con luz UV, podem o s 
visua l i z a r las zonas donde se está sinte t i z a n d o quitin a activ a me n t e . 
 
 El Calco f l ú o r se prepa r ó en agua a una conc e n t r a c i ó n de 10 mg/ml . Para cons e g u i r su 
total disol u c i ó n se añadie r o n unas gotas de KOH 10N . Se esteril i z ó por filtrac i ó n y se guardó a 
4ºC prote g i do de la luz. 
 
Sobre un cultiv o líquid o de célula s en fase logarí t mi c a crecie n d o en YEPD, se añadió 
Calco f l ú o r ( Blankophor BBH ) a una co nce n t r a c i ó n final 75 μg r / ml y se incu b a r o n dura n t e 2-3 
horas en agitación a 28º C. En el caso de cepas portad o r a s de plásmi d o s el preinó c u l o de este 
cultiv o se realiz ó en el corres p o n d i e n t e medio select i v o . En fase logarí t mi c a de creci mi e n t o se 
trans f i r i ó a medio YEPD, se incub ó duran t e 30 minut o s para permi t i r la adapt a c i ó n al medio y 
se le añadió Calco f l ú o r . El camb io de medi o se reali z ó para evita r la preci p i t a c i ó n del 
calco f l ú o r en medio SD.   
 
3.2.3 Tinción con WGA-FITC 
 
La aglut i n i n a de germe n de trigo (WGA) es una lec tina que se une específic a mente a 
resid u o s de N-Ace t i l G l u c o s a mi n a y ácido s siáli c o s . Para detec t a r estos co mp u e s t o s sobre la 
superfi c i e celula r gener al me n t e se encuen t r a conj u g a d a con el fluo r o c r o mo FITC 
(fluor e s c e í n a - 5 - i s o t i o c i a n a t o ) , de tal mo do que podemo s realiz a r una tinció n de las célula s con 
este co mpue s t o y visual i z a r l o median t e micros c o p í a de fluore s c e n c i a . 
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L a tinc i ó n se reali z ó añad i e n d o 1 μl de WGA-F I T C ( Sigma ) sobre 10 μl de una 
suspens i ó n de células en CO 3 HNa 50 mM. En algunas ocasio n e s las células care cí a n de la 
fracci ó n ál cal i solubl e de la pared celul a r al haber si do someti d a s a un trat a mi en t o con NaOH 
1,5M calien t e . Tras 10’ de incuba c i ó n a temp er a t u r a ambi en t e , las mu estr a s se lavaro n con 1ml 
de CO 3 HN a 50 mM para eli mi n a r el exces o de WGA-F I T C qu e no se hubie r a unido a las 
parede s celul a r e s . Por último , se resusp e n d i e r o n las célula s en 10 μl de agua y se obser v a r o n 
las prepar a c i o n e s al micros c o p i o óptico de fluore s c e n c i a . 
 
3.2.4. Tinción con actina 
 
P a r a esta tinc i ó n se aprove c h a la propied a d de  la Falo i d i n a , toxin a extra í d a del hongo 
Amanita phalloides , de unirse con alta afinid a d a la F-acti n a (filamen t o s de actina ) . La 
Faloid i n a unida a un compue s t o fluore s c e n t e , en este caso el Alexa Flúor 488 ® , se utilizó como 
sonda para detec t a r y teñir la actin a en el inter i o r celul a r . 
 
La tinció n de actina se rea liz ó siguie n d o las indica c i o n e s y modifi c a c i o n e s real iz a d a s 
por F. Chang a parti r del proto c o l o inic ial d escr i t o po r (Marks & Hy ams, 1985) . Parti e n d o de 
un culti v o en fase expo n e n c i a l se to ma r o n 5 ml de célu l a s y se fija r o n añad i e n d o 1ml (1/5 del 
volu me n de cult i v o ) de Foma l d e h í d o 16% ( E M-grade MeOH free  de PolyScience) y 500 μl 
(1/1 0 del volu m e n de cult i v o ) de tamp ó n PEM  (PIP E S 100mM , EGTA 1mM, Mg2S O 4 1mM, 
pH 6,9). Las célul a s se incub a r o n en agita c i ó n a la temp e r a t u r a de culti v o duran t e una hora y 
poste r i o r m e n t e se lavar o n tres veces con tampó n PEM. Se recog i e r o n las célul a s y se 
perme a b i l i z a r o n resu s p e n d i é n d o l a s dura n t e 30s en  PEM con Trit ó n X-10 0 al 1%, para perm i t i r 
la entrad a del colora n t e . 
 
Finalme n t e , se lavaro n tres veces de nuevo con PEM, se tomaro n 0,5 μl de las célul a s 
previ a men t e per me a b i l i z a d a s y se añadie r o n 4 μl de Alexa Flúor 488-F a l o id i n a ( Molecular 
Probes ) resus p e n d i d a en PEM. Estas muest r a s se incub a r o n en oscur i d a d de 45 a 60 minut o s 
en un agitad o r orbita l . Las mu estr a s así teñida s pueden guarda r s e durant e 1 ó 2 días a 4º C. 
 
3.2.5 Tinción con FM4-64 
 
El FM4-6 4 es un compu e s t o rojo- f l u o r e sc e n t e de carác t e r lipof í l i c o que se usa para en 
el estudi o de memb r an a s y transp o r t e vesicu l a r . Para la visuali z a c i ó n de las zonas activas de 
endoc i t o s i s , se añade FM4-6 4 ( Molecular Probes ) a una conce n t r a c i ó n final de 10 μM al 
culti v o líqui d o de célul a s . A conti n u a c i ó n , y sin tiemp o de incu b a c i ó n , se lava dos veces con 
medio fresc o y se observ a al micros c o p i o de fluore s c e n c i a . 
 
3.2.6 Microscopía Confocal 
 
Se utili z ó un micro s c o p i o confo c a l co n láser espec t r a l , Leica TCS-SL  para observ a r 
con más det alle las estr uct u r a s celula r e s . Las imáge n e s fuero n proce s a d a s utili z a n d o el 
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p r o g r a ma aso ci a d o a este micro c o p i o , denomi n a d o Leica Confocal Software ( L C S ) . De est a 
forma se obtuvo un perfil de intens i d a d e s de  fluor e s c e n c i a en unidad e s arbit r a r i a s .  
 
4. DETERMINACIÓN DE LA CANTIDAD DE QUITINA 
 
La valora c i ó n de quitin a se llevó a cabo siguie n d o el protoc o l o descri t o en (Bulawa et 
al., 1986) . Se recog i e r o n 100 mgr de célul a s en fase loga r í t mi c a y se extr a j o la capa más 
exter n a de la pared con 1 ml de KOH al 6%  duran t e 90 minut o s a 80º C. Tras enfr i a r las 
mu estr a s , se añadió 0,1 ml de ácido acétic o glacia l para neutra l i z a r el pH de la suspen s i ó n y se 
lavar o n con agua hasta pH neutr o . A co n ti n u a c i ó n se resus p e n d i e r o n las célul a s en 560 μl de 
NaPO 4 50 mM pH 6,3 y se trata r o n con 40 μl de quitin a s a (0.63 7 mU/ m l ) de Serratia 
marcescens ( Sigma ) . La reacc i ó n se incub ó duran t e 2h a 37º C y para det en e r l a se hirvi e r o n las 
mu est r a s duran t e un minut o . Final m e n t e , a 400 μl de la reacc i ó n an ter i o r se añ adi e r o n 25 μl de 
glusul a s a ( Perkin Elmer ) y se incub ó duran t e 1h a 37 º C para  degra d a r los dímer o s de quiti n a 
(quit o b io s a ) resul t a n t e s del trata m i e n t o con qu iti n a s a , a monó mer o s de NAcGl n . Se detuv o la 
reacc i ó n hirvi e n d o las mu est r a s dura n t e un minut o . La cuant i f i c a c i ó n de NAcGl n se llevó a 
cabo median t e el ensay o color i mét r i c o descr i t o por Reiss i g (Rei s s i g et al., 1955) emple a n d o 
co mo refer e n ci a una recta patró n de NAcGl n (0-0, 1 μM ) . La canti d a d de quiti n a se expre s a b a 
en nmole s de NAcGl n / 1 0 0 mgr de célul a s . 
 
5 . VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD QUITÍN SINTASA III 
 
La medid a de la activ i d a d quitín sinta s a (QS ) se llevó a cabo utili z a n d o extra c t o s 
crud o s de memb r a n a para  dete r mi n a r la incor p o r a c i ó n de radia c t i v i d a d en mater i a l inso l u b l e 
(quit i n a ) a partir del sustr a t o UDP-[ 1 4 C ]- NA cG l n . Las memb ra n a s celular e s se obtuvie r o n 
según el proto c o l o descr i t o por (Choi & Cabib , 1994) . 
 
La valor a c i ó n in vitro d e la activi d a d QSIII se reali zó sin y con activa c i ó n prote o l í t i c a 
de las muest r a s según el proto c o l o descr i t o  (Choi & Cabib, 1994). Dich a activa c i ó n 
prote o l í t i c a se realiz ó media n t e un tr ata m i e n t o contr o l a d o con tripsi n a . 
 
Sin activación proteolítica 
 
La mezcl a fi nal de rea cci ó n conten í a : 20 μl de la prepa r a c i ó n de membr a n a s , 30 mM 
Tris- H C l pH 8, 5 mM aceta t o de cobal t o ( Merck ) , 32 mM NAcG l n , 1,1 mM UDP- [ 1 4 C ]-
N A c G l n (2000 0 cpm, 293 mCi/ m m o l ) ( Amersham) en un volu me n fina l de 50 μl . La reacci ó n 
se incub ó duran t e 90’ a 30º C. 
 
En el caso de los mutante s end4 Δ, se añadió acetato de níquel 5 mM a esta mezcla de 
reacc i ó n con el fin de inhib i r la activ i da d QS II. En este mutante las muestr as sin activación 
prote o l í t i c a prese n t a n unos nivele s muy altos de activi d a d QSII. 
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Con activación proteolítica 
 
En este caso , la mezc al final de reac ció n conten í a : 20 μl de la prep a r a c i ó n de 
memb r a n a s , 30 mM Tris - H C l pH 8, 5 mM acet a t o de coba l t o ( Merck ) , de 5 mM de acet a t o de 
níqu e l ( Merck ) , 1,1 mM UDP- [ 1 4 C ]- N A c G l n (200 0 0 cp m, 293 mC i/ m m o l ) ( Amersham) y de 1-
3 mg/ml de trip s i n a ( Sigma ) en un volume n fina l de 46 μl . La reacci ó n se incubó durant e 15 
minut o s a 30º C para favor e c e r la activ a ci ó n prote o l í t i c a . Trans cu r r i d o este tie mp o se añadi ó a 
las mue stras 9 μg r de inhi b i d o r de trip si n a (4,5 mg/m l , Sigma ) y NAcGl n a una conce n t r a c i ó n 
fina l de 32 mM hasta un volume n fina l de 50 μl . Las muestra s se volvier o n a incubar durant e 
90 minu t o s a 30º C. 
 
En todos los casos, la reacci ó n se detu v o añad i e n d o 2 ml de TCA ( Merck ) al 10%. La 
quiti n a forma d a se recog i ó en filtr o s de fibra de vidri o G F / C de Whatman  y la radioa c t i v i d a d 
incor p o r a d a se midió en un conta do r de cente l l e o Wallac 1409 . El cálculo de la actividad 
específ i c a se expresó en nmol es de NAcGln inco r p o ra d o s por hora y por mg de prote í n a . 
 
El cálcul o de la Km y la Vmáx se real iz ó utili z a n d o las repres e n t a c i o n e s gráfi c a s de 
los dobles recíp r o c o s de Linewe a v e r - B u r k . 
 
6. ANÁLISIS DE PRO TEÍNAS 
 
6.1 Obtención de extractos de proteínas 
 
Los extra c t o s de prote í n a s se obtuv i e r o n siguie n d o el proto c o l o descr i t o por 
(Samb r o o k , 1989) . Se recog i e r o n 20 ml de célul a s en fase logar í t mi c a media n t e centr i f u g a c i ó n 
y se resuspe n d i e r o n en 100 μl de buffe r de lisis (50 mM Tris- H C l pH 8, NaCl 150 mM y 0.1% 
Tritó n X-10 0 ( Sigma )) conteniendo una mez cla de inhibi d o r e s de protea s a s (1mM PMSF 
( Sigma ) , 1 μg r / ml apopr o t e i n a ( Sigma ) , 1 μg r / ml leup e p t i n a ( Sigma ) y 1 μg r / m l pepst a t i n a 
( Sigma ) ) .  Se cubri ó la suspe n s i ó n con bolas de vidri o ( B . Braun Biotech Int.  de 0,45 nm de 
diáme t r o ) y se ro mp i e r o n en un agita d or Fast-Prep FP120 Bio 101  ( Savant) en tres inter v a l o s 
de 12 segun do s a una veloc i d a d de 5,5. El lisad o se centr i f u g ó a 6000 rpm duran t e 5 minut o s 
para eli mina r los restos de células , par edes celula r e s y bolas de vidrio . Todo el proces o se 
reali z ó a 4ºC para evita r la degra d a c i ó n de las prote í n a s . 
 
El sobren a d a n t e se recogi ó y se cuanti f i c ó la conce n t r a c i ó n de prote í n a de los extra c t o s 
usan d o el méto d o colo ri m é t r i c o de (Bra d f o r d , 1976 ). A 100 μg de proteín a total se le añadió el 
mismo de volu m e n de tamp ó n de carg a 2X (Tri s - H C l 0,1M pH 6,8, SDS 2%, glic e r o l 2%, β -
m e r c a p t o e t a n o l 0,7 M y azul de bromo fe n o l 0,08 %) y se desn a t ur a l i z ó dura n te 5 minut o s a 
100º C. En el caso de la proteí n a Pma 1p , la desnat u r a l i z a c i ó n se llevó a cabo durant e 45 
minut o s a 37ºC. Para la reali z a c i ó n del SDS-P A G E e inmun o d e t e c c i ó n se carga r o n típic a m e n t e 
entre 25 y 30 μg r de prote í n a tota l . 
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6.2 Separación electroforética e inmunodetección 
 
Las proteí n a s se resolv i e r o n por electr o f o r e s i s en gele s de poliac r i l a mi d a (7,5-8 % ) en 
condi c i o n e s desna t u r a l i z a n t e s (1% SDS) a 150m V duran t e aprox i m a d a men t e 1,5 horas , según 
la técni c a descr i t a por (Laem ml i , 1970). La co m p o s i c i ó n del tamp ó n de ca rr e r a es: Tris base 
6g/l, SDS 2g/l y Glicin a 28,8g / l . 
 
Las proteín a s se transfi r i er o n a membran a s de PVDF ( Immobilon TM -P, Millipore ), 
mediante el siste ma Mini-Trans-Blot  ( Bio-Rad ) duran t e 1-1,5 horas a 400 mA , usand o como 
tampó n Tris- G l i c i n a (Tris base 3 g/l y glici n a 14,4 g/l). 
 
Las memb r a n a s se bloque a r o n en TBS-T (Tri s base 2,5 g/l, NaCl 9 g/l y 0,3% de 
Tween 20  de Sigma ) con leche al 2% durante 1 hora a temp era t ura ambient e. Después se 
incub a r o n duran t e 60-90 minut o s a temp e r a t u r a ambi e n t e con el anti c u e r p o prima r i o a la 
diluc i ó n aprop i a d a en soluc i ó n de bloqueo . Se  lavar o n tres veces duran t e 10 min u t o s con TBS-
T y se incub a r o n despu é s con un antic u e r p o sec un d a r i o anti- I g G unido a perox i d a s a de rában o 
(HRP, horseradish peroxidase ) durant e 1 hora. Tras esta incuba c i ó n se lavaro n tres veces co n 
TBS-T y se añadi ó el sustr a t o para la detec c i ó n de la activ i d a d perox i d á s i c a por 
quimi o l u mi n i s c e n c i a . Se empl e ó el “kit ” E CL  de Amershan . Las proteín a s reco no c i d a s por los 
anticu e r p o s se detect a r o n utili z a n d o pelíc u l a s X-Ray Film 100NIF  de Fujifilm . 
 
Los anticu e r p o s primarios  utiliz a d o s fuero n : 
 
• A n t i c u e r p o mono c l o n a l 12CA 5 ( Boehringer ) contr a el epíto p o HA, a una diluc i ó n 1: 
5000. 
• A n t i c u e r p o polic l o n a l de conej o α- P m a 1 p (Ser r a n o et al., 1986 ) . Dilu c i ó n 1:80 00 0 
• A n t i c u e r p o monoc l o n a l de ratón α- P e p 1 2 ( Molecular Probes ) . Dilu c i ó n 1:66 6 6 
• A n t i c u e r p o monoc l o n a l de ratón α- G F P ( Living Colors ) . Dilu c i ó n 1:20 0 0 
• A n t i c u e r p o polic l o n a l de conej o α- C h s 3 p (Dra . A. Spang , Bioz e n t r u m, Basi l e a ) . 
Dilu c i ó n 1: 2500 
 
Los anticu e r p o s secundarios  utiliz a d o s fuero n : 
 
• A n t i c u e r p o polic l o n a l anti- I g G de ra tó n unid o a perox i d a s a de rában o ( Biorad ) a una 
dilu c i ó n 1:750 0 . 
• A n t i c u e r p o polic l o n a l anti- I g G de cone j o unido a perox i d a s a de rában o ( Biorad ) a una 
dilu c i ó n 1:500 0 . 
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6.3 Fraccionamientos subcelulares 
 
6 .3.1 Fraccionamientos subcelulares simples 
 
Para separar proteínas aso ciadas a la fr acci ó n parti c u l a d a (frac c i ó n de memb r an a s ) de 
las del resto de co mpo n e n t e s celul a r e s se sigui ó el proto c o l o descr i t o en (Cos et al., 1998). 
Para ello 10 ml de un cultiv o de célula s en  fase expon e n c i a l de creci mi e n t o fuero n recog i d a s 
por centr i f u g a c i ó n y resusp e n d i d a s en 250 μl de Tampó n BB (Tris HC1 50 mM pH 8,0, NaC1 
150 mM y Tritó n X-10 0 0,1% ) cont e n i e n d o la mezcla de inhibi d o r e s de protea s a s . La 
suspe n s i ó n celul a r se intro d u c í a en tubos de 1.5 ml y se sometí a a ruptur a mecáni c a (ver 
apana d o 6.1 de Mater i a l e s y métod o s ) . Para elim ina r las paredes celula r e s y las células entera s 
los extrac t o s se so metí a n a centri f u g a c i ó n (5 minuto s a 500g). Para deter mi n a r la natura l e z a de 
la intera c c i ó n entre una proteí n a de interé s y la  fracci ó n parti c u l ad a , se trató el sobren a d a n t e 
así obte n i d o con Urea 4M o con agua como cont r o l , dura n t e 30 minu t o s a 4°C. Post e r i o r me n t e , 
se so met i ó a centr i f u g a c i ó n (120 . 00 0 g ) duran t e 30 minut o s , obten ién d o s e un preci p i t a d o (P 0 ), 
conte n i e n d o la fracc i ó n parti c u l a d a , y un sobre n a d a n t e (S 0 ), con la fracc i ó n solub l e . Amba s 
fracc i o n e s se resus p e n d í a n en un volum e n si mil a r de tampó n BB y se proce s a b a n para una 
electr o f o r e s i s desnat u r a l i z a n t e . 
 
6 .3.1 Fraccionamiento subcelulares en gradiente continuo de sacarosa 
 
Se recogi e r o n 500 ml de cultiv o en medio SD en fase logarí t mi c a (DO 6 0 0  0,5- 1 ) por 
centr i f u g a c i ó n en frío, y se lavar o n con 50mM Tris- H C l pH7.5 / 10mM NaN 3 / 10 mM NaF y 
despu é s con 50mM Tris - H C l pH 7. 5 / 1mM EDTA . Todo esto s lava d o s se real i z a r o n en frío y 
mante n i e n d o las célul a s en hielo para evita r la  degra d a c i ó n de prote í n a s . Las célul a s se 
resus p e n d i e r o n en 1ml de Buffe r de Li s is : 10% de sacar o s a (peso / v o l u me n ) / 10mM HEPE S 
pH7. 5 / 1mM EDTA cont e n i e n d o una  mezcla de inhibi d o r e s de protea s a s , y se transf i r i e r o n a 
un tubo corex de 25ml. Se añadi ó bolas de vidri o a la suspe n s i ó n y las célul a s se ro mp i e r o n 
usand o el vorte x con 10 pulso s de 30 segun d o s y con ayuda de una varil l a de vidri o . Se 
centr i f u g ó duran t e 5 minut o s a 500 g y se recog i ó el sobre n a d a n te. El lisad o se cargó en la 
parte superio r de un gradien t e lineal de sacar o s a (15-6 0 % ) de 10ml, prepa r a d o en 10mM de 
HEPES pH7.5 / 1mM de EDTA. A co nti n u a c i ó n los gradi e n t e s se centr i f u g a r o n en un roto r 
SW40 T i a 170.0 00 g duran t e 18 hora s a 4ºC ( Beckman L8-70 Ultracentrifuge ) . Se recog i e r o n 
fracc i o n e s de 400 μl con la ay ud a de una bomba peris t á l t i c a empez a n d o desde la parte infer i o r 
del tubo . 
 
Para la visu al i z a c i ó n de las proteí n a s ,  se cargó un volume n equiv a l e n t e de cada 
fracci ó n en geles de acrila m i d a . La correc t a for ma ci ó n del gradie n t e se analiz ó deter mi n a n d o 
el porcen t a j e de sacaro s a en cada fracci ó n u tili z a n d o un refra c t ó me t r o model o Abbe ( Atago ) . 
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6.3.2 Fraccionamiento subcelulares en gradiente discontinuo de sacarosa 
 
Para poder detect a r Chs3 p en la MP se reali z a r o n fracci o n a mi e n t o s subcel u l a r e s en 
gradie n t e s disco n t i n u o s de sacaro s a básic a m e n t e co mo se descri b e en (Valdi v i a et al., 2002) 
con algun a s modif i c a c i o n e s . Se recog i e r o n 40 ml  de cultiv o en medio SD en fase logarí t m i c a 
(DO 6 0 0  0,5-1 ) por centr i f u g a c i ó n en frío, y se la va r o n con 1 ml de 50m M Tris - H C l pH7. 5 / 
10mM NaN 3 / 10 mM NaF y despu é s con 50mM Tris- H C l pH7.5 / 5mM EDTA. Las célul a s s e 
resus p e n d i e r o n en 200 μl de Buffer de Lisis: 10% de sacaro s a (p/v)/ 10mM Tris-H C l pH7.5/ 
5mM EDTA conte n i e n d o una mezcl a de inhib i d o r e s de prote a s a s . Se trans f i r i e r o n a un tubo 
corex de 25ml. Se añadi ó bolas de vidrio a la  suspen s i ó n y las célula s se romp i er o n usando el 
vort e x con 5 puls o s de 30 segu n d o s y con ay ud a de una vari l l a de  vidri o . Se centr i f u g ó duran t e 
5 minut o s a 500 g y se recog i ó el sobre n a d a n t e . El lisad o (~200 μl ) se car gó en la parte 
supe r i o r de un gradi e n t e disc o n t i n u o de sacar o s a (0. 3 ml 55%/ 0.75 ml 45%/ 0.5 ml 41%/ 0 . 3 
ml 37%/ 0 . 2 5 ml 29%/ en 10mM Tris - H C l pH7. 5 / 5mM EDTA ) y se cent r i f u g ó en un roto r 
SW65 T i a 200.0 00 g duran t e 3.5 hora s a 4ºC ( Beckman L8-70 Ultracentrifuge ) . Se recog i e r o n 
7 fracc i o n e s de 300 μl desde la superf i c i e de forma manu al usando una mi crop i p e t a . 
Final m e n t e , se cargó un volumen equiv a l e n t e de  cada fracci ó n en geles de acrila mi d a par a 
real i z a r la inmun o d e t e c c i ó n .  
 
6.4 Inmunofluorescencia indirecta 
 
La local i z a c i ó n in vivo d e las proteín a s de interé s , en células fijadas, se realizó 
media n t e inmun o f l u o r e s c e n c i a indir e c t a sigui e n d o el proto c o l o descr i t o (Bahl e r & Pringl e , 
1998) , con liger a s modif i c a c i o n e s . Par a ello, 20 ml de célul a s proce d e n t e s de un culti v o en 
fase expon e n c i a l de creci m i e n t o se fija b a n con form a l d e h í d o ,  a una conce n t r a c i ó n final de 
3,7%, durant e 1-2 horas a temp er a t u r a ambien t e . Las célula s fija da s se lavaba n dos veces con 
PEM (100 mM PIPES , 1 mM EGTA, 1 mM Mg 2 S O 4 , pH 6,9) y se trata b a n duran t e 30-45 
minu t o s con 0,1% β- me r c ap t o e t a n o l , 0,02% glusu l a s a ( Dupont ) y 5 μg r / ml Zimo l i a s a 100T 
( Seikagaku Co., LTD . ) en PEMS (100 mM PIPES , 1 mM EGT A, 1 mM Mg 2 SO 4 , 1,2 M 
Sorb i t o l , pH 6,9) a 37ºC , para elimi n a r la pared celul a r . Los proto p l a s t o s así obten i d o s se 
perme a b i l i z a b a n con PEMS supl e me n t a d o con Trit ó n X-10 0 ( Sigma ) al 1% duran t e 30”, y 
poste r i o r m e n t e se bloqu e a b a n duran t e 30 minut o s a temp e r a t u r a ambie n t e con PEMBA L (100 
mM PIPES , 1 mM EGT A , 1 mM Mg 2 SO 4 , 100 mM lisin a ( Sigma ) , 0,1% NaN3 , 1% BSA, pH 
6,9). La incub a c i ó n con el prime r antic u e r p o , anti HA11( BAbCO ) o anti-c d c 1 1 , se realiz ó a   
4°C duran t e toda la noche en PEMBA L , en una dilu c i ó n 1:75 o 1:10 0 , resp e c t i v a me n t e . El 
exces o de antic u e r p o se eli mi n ó media n t e 3 lavad o s con PEMBA L supl e me n t a d o con Tritó n 
X-100 al 0,1%. La incub a c i ó n con el antic u e r p o secun d a r i o , anti- r a t ó n conju g a d o con el 
fluor o c r o mo Alexa Fluor 594 ®  o anti-c o n e j o conj ug a d o con Alexa Fluo r 488 ®  ( Molecular 
Probes ) , tení a luga r dura n t e 1 hora en PEMBAL en una dilu c i ón 1:80 0 o 1:400 , 
respec t i v a me n t e . Igualme n t e el exceso de anticu e r p o se eli min ó por sucesi v o s lavado s con 
PEMBAL . Las mue str a s se conser v a r o n a 4º C hasta su obser v a c i ó n al mi cros c o p i o de 
fluores c e n c i a . 
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6.5 Aislamiento de Membranas Resistentes a Detergente (Lipid-
Rafts) 
 
Para la obtenc i ó n de memb r an a s resi st e n t e s a deterg e n t e s , se siguió el protoc o l o 
descr i t o en (Bagn a t et al., 2000) , con algun a s modif i c a c i o n e s . Se recog i ó un culti v o de 75 ml 
de célu l a s en fase loga r í t mi c a ,  se lavó una vez con a gua y se tran s f i r i ó a un tubo de 1.5 ml. La s 
célul a s se resus p e n d i e r o n en 500 μl de Buff e r TNE (50 mM Tris - H C l pH 7.5, 150 mM NaCl y 
5 mM EDTA) cont e n i e n d o Inhi b i do r e s de Prote a s a s , y se ro mp i e r o n con bolas de vidri o en 
tubo s core x con 5-10 pulso s de 30 segun d o s y con ayuda de una va ril l a de vidri o . El lisad o se 
centr i f u g ó duran t e 5 minut o s a 500g en frío y el sobre n a d a n t e se incub ó durant e 30 minut os 
con Tritón X-100 a una conce n t r a c i ó n final del 1% en hielo . Trans c u r r i d o este tiemp o se 
mezcl a r o n 350 μl de extr a c t o con 700 μl de Optip r e p ( Nycomed ) qued a n d o la solu c i ó n al 40%. 
Se depos i t ó en el fondo del tubo a cen tr i f u g a r y encim a se carga r o n 1680 μl de Optip r e p al 
30% en TXNE (50 mM Tris - H C l pH 7.5, 150 mM NaCl , 5 mM EDTA y 0.1% Trit ó n X-10 0) y 
poste r i o r m e n t e 280 μl de TXNE. Se centr i f u g ó dura n t e 2 horas a 200.00 0g en un rotor 
SW55T i a 4ºC y se recog i e r o n 6 fracc i o n e s de 500 μl desde la sup erf i c i e de for ma manual . Se 
carg ó 20 μl de cada fracc i ó n en un gel de acril a m i d a para reali z a r la inmun o d e t e c c i ó n . 
 
6 .6 Agregación de Chs3p 
 
Para deter mi n a r el grado de agreg a c i ó n de  Chs3p se sigui ó el proto c o l o descr i t o en 
(Kota & Ljung d a h l , 2005) con liger a s modif i c a c i o n e s . Se recog i e r o n 60 ml de culti v o a DO 60 0  
y tras dos lavad o s con agua, se resus p e n d i e r o n las célul a s en 200 μl de PBS pH7. 4 con 
Inhibi d o r e s de Protea s a s . Las célula s se ro mp ie r o n en un agitad o r Fast-Prep e n tres interv a l o s 
de 12 segun do s a una veloc i d a d de 5,5. El lisad o se centr i f u g ó duran t e 5 minut o s a 500g. Se 
deter mi n ó la conce n t r a c i ó n de la prote í n a en el sobre n a d a n t e y se incub ó 40 μl de reacci ó n 
cont e n i e n d o 10 μg r de pro te í n a con DSP (Dith i o b i s [suc c i n i mi d y l prop i o n a t e ]) ( Pierce) a una 
conce n t r a c i ó n fina l de 5mM, duran t e 30 minut o s  a 22ºC .  Trans c u r r i d o este tiemp o se detu v o 
la reacc i ó n de “cros s l i n k i n g ” añadi e n d o Tris  HCl pH7.5 a una conce n t r a c i ó n final 30mM y se 
incu b ó 30 mi nu t o s a 22ºC . Post e r i o r me n t e , part e de las muest r a s fuero n trata d a s con DTT a 
una conce n t r a c i ó n final 40mM para rever t i r el  “cross l i n k i n g ” , y las que no fueron trata d a s se 
mantuv i e r o n en hielo. Para la reali z a c i ó n de un Wester n - B l o t se cargó el mis mo volu me n de 
cada mue stra. 
 
6 .7 Purificación de Chs3p 
 
Para purific a r Chs3p para la Espectr o me t r í a de Masas (EM), se utilizó una cepa cedida 
por la Dra. A.Span g en la cual Chs3p prese n t a b a en su extremo ter mi n a l un mar caj e HB H (dos 
colas de Histi d i n a y una de Bioti n a ) . La purif i c a c i ó n se reali zó en condi c i o n e s 
desna t u r a l i z a n t e s sigui e n d o básic a m e n t e el proto c o l o descr i t o en (Tagw e r k e r et al., 2006) . Se 
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r e c o g i e r o n 1.5 litro s de culti v o a DO 60 0  1.5 por centri f u g a c i ó n y las célula s se resusp e n d i e r o n 
en 40 ml de Buffe r 1 (8 M urea, 300  mM NaCl , 50 mM Fosf a t o Sódi c o pH 8, 0,5% Twee n - 2 0 
y 20mM Imida z o l ) . A conti n u a c i ó n se romp i e r o n las célul a s con bolit a s de vidri o usando un 
agit a d o r espe c i a l para tant o volu me n ( Biospec Modelo 11079 0 0 ) durant e 3 min u to s .  El lisado 
se centr i f u g ó duran t e 10 minut o s a 2500g y el sobre na d a n t e se centr i f u g ó nueva m e n t e duran t e 
10 minu t o s a 15700g . A conti n u a c i ón se mide la  canti d a d de prote í n a del sobre n a d a n t e 
media n t e Bra d f o r d , y se añade 50 μl de bolas de Nique l ( N I-NTA His-Bind Resin  de Novagen ) , 
previ a men t e equil i b r a d a s en Buffe r 1,  por cada mgr de prote í n a total . 
La mezcl a se incub ó a temp e r a t u r a ambie n t e duran t e 2 horas y se reali z a r o n los 
lavad o s que se indic a n a conti n u a c i ó n : 
 
• 2 lavad o s con Buffe r 1 con un volumen de 5 veces la column a de Ní que l  
• 2 lavad o s con Buffe r 2  (8 M urea, 300  mM NaCl , 50 mM Fosfa t o Sódi c o pH 6.3 , 0,5% 
Tween - 2 0 ) con un volume n de 5 veces la column a de Níque l  
• 2 lavad o s con Buffe r 3  (8 M urea, 300  mM NaCl , 50 mM Fosf a t o Sódi c o p H 6.3 , 0,5% 
Twee n - 2 0 y 20mM Imidazol ) con un volume n de 5 veces la colu mn a de Níquel  
• 2 lavad o s con Buffe r 4  (8 M urea, 300  mM NaCl , 50 mM Fosf a t o Sódi c o p H 6.3 , 0,5% 
Tween - 2 0 y 40mM Imidazol ) con un volume n de 5 veces la column a de Níquel . Como se  
obser v ó que el aumen t o de la conce n t r a c i ó n de  Imida z o l a 40mM eluía una parte de Chs3p -
H B H se decid i ó repet i r dos lava d o s más con el Buffe r 3 . 
 
La eluci ó n se reali z ó con Buffe r 5  (8 M urea, 300  mM NaCl , 50 mM Fosfa t o Sódi c o 
p H 4.3 , 0,5% Tween - 2 0 ) con un volume n de 5 veces la column a de Níquel . A contin u a c i ó n , se 
ajust ó el pH hasta 8-8. 5 añad i e n d o un volume n de 1/20 de Tris HCl pH 9.4. Tras esto, se 
incu b ó con 1 μl de bolas de estrep t a v i d i n a ( Pierce) , previ a men t e equil i b r a d a s en Buffe r 1, por 
cada mgr de prote í n a total. Se incub ó toda la noche a temp e r a t u r a ambi e n t e y al día sigui e n t e 
se reali z a r o n los siguie n t e s lavado s : 
 
• 2 lavad o s con Buffe r 6  (8 M urea, 300  mM NaCl, 50 mM Tris- H C l pH 8, 2% SDS) con un 
volume n de 20 veces la col u mn a de estre p t a v i d i n a .  
• 2 lavad o s con Buffe r 7  (8 M urea, 1.2M NaCl , 50 mM Tris - H C l pH 8, 0.2% SDS, 10% 
EtOH, 10% Isopr o p a n o l ) con un volume n de 20 veces la column a de estre p t a v i d i n a .  
• 2 lavad o s con Buffe r 8  (8 M urea, 1.2M NaCl, 50 mM Tris- H C l pH 5 , 0.2% SDS, 10% 
EtOH, 10% Isopr o p a n o l ) con un volume n de 20 veces la column a de estre p t a v i d i n a .  
• 2 lavad o s con Buffe r 9  (8 M urea, 1.2M NaCl, 50 mM Tris- H C l p H 8.9 , 0.2% SDS, 10% 
EtOH, 10% Isopr o p a n o l ) con un volume n de 20 veces la column a de estre p t a v i d i n a .  
 
A conti n u a c i ó n se trans f i r i e r o n las boli t a s a un tubo de 1.5 ml con 1 ml de Buffe r 10 (8 
M urea, 300  mM NaCl , 50 mM Tris - H C l pH 8, 0.2% SDS) y para so mete r l o al SDS-PA G E , se 
eluyó parte de la muest r a con Buffe r de eluci ó n  (5mM EDT A en Forma mi d a ) durant e 10 
minut o s a 100ºC . El sobren a d a n t e se trans f i r i ó a un nuevo tubo al que se le añadi ó de tampó n 
de carga 2X y se so meti ó a Wester n - B l o t y tinció n de plata. 
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L a purifi c a c i ó n de Chs3p a pequeñ a esc ala se realiz ó de la mis ma forma pero 
ajust a n d o los volúme n e s a un culti v o inici a l de 50ml. 
 
Para enviarlo al servicio de espectro m e t r í a de mas as se realizó sobre las bolitas de 
Estre p t a v i d i n a en Buffe r 10 sin eluir , tres diges t i o n e s indep e n d i en t e s . Se añadi ó 0,25 μg r de 
las protea s a s indic a d a s a contin u a c i ó n en un volume n final de aproxi mad a m e n t e 15 μl de 
bolita s estre p t a v i d i n a . 
1. Diges t i ó n con trip s i n a .  
2. Diges t i ó n con Endo p ro te i n a s a Ly sC con SDS 0, 1%. Tras la in cuba c i ó n se filtró la muest r a 
con unas puntas media n t e cro ma t o g r a f í a de intera c c i ó n hidro f í l i c a (Top Tip polyLC 
TT200 H E A ) para elimi n a r el deter g e n t e si gui e n d o la reco men d a c i ó n del fabri c a n t e . 
3. Diges t i ó n con trips i n a y con el deter g e n t e Invit r o s ol ® co mp a t i b l e con la EM. 
 
 Las mu estr a s se incuba r o n toda la noche a 37ºC y poste r i o r men t e se envia r o n al servi c i o 
de espec t r o m e t r í a de masas dotad o de una tramp a ióni c a LC-M S / M S ( Finnigan LTQ Orbitrap ) 
del Bioze n t r u m (Univ e r s i d a d de Basil e a ) . Lo s pépti d o s fuero n ident i f i c a d o s y anali z a d o s 
utili z a n d o el softw a r e Phenyx  (Genev a Bioin f o r mat i c s ) y Mascot . 
 
6 .8 Ensayo de dos híbridos 
 
Para determ i n a r la intera c c i ó n entre dos proteí n a s se utiliz ó el ensay o de doble híbri d o . 
Se cotran s f o r mó la cepa de S. cerevisiae  Y190 con los plásmi d o s pAS2 y pACT2 (Har p e r et 
al., 1993) conte n i e n d o cada uno de ellos la ORF, co mp l e t a o parci a l , de las prote í n a s de 
inter é s . Las prote í n a s expre s a d a s desde el pAS2 llev an asoci a d o el domin i o de unión a ADN 
del gen GAL4  y las del pACT2 el domini o de activa c i ó n tran s c r i p c i o n a l de dicho gen, de tal 
forma que si ambas proteí na s interacc i o n a n se activa la transc r i p c i ó n del gen GAL4 y se puede 
detect a r median t e el ensay o de la β- g a l a c t o s i d a s a . 
 
Ensayo β -galactosidasa cuantitativo 
 
S e recogi ó  u n cultivo de 50 ml de cél ulas en fase logarít mi c a (DO 6 0 0  1), se lavó una 
vez con agua y se resusp e n d i e r o n las célula s en 250 μl de “Bre a k i n g Buff e r ” (100 mM Tris -
H C l pH 8.0, Glic e r o l 20%, 1mM β- m e r c a p t o e t a n o l ) cont e n i e n d o 12.5 μl de PM SF 40 mM.  Se 
romp ier o n las células como ya se ha descr i t o en el Apart a d o 6.1, se añadi ó 250 μl más de 
“Brea k i n g Buffe r ” y el lisad o se centr i f u g ó 15 minut o s a 500g en frío. Se cuant i f icó la canti d a d 
de proteí n a de las mue str a s median t e el ensay o de Bradfo r d . 
 
A conti n u a c i ó n se mezcl ó , en tubos de vidrio , los extra c t o s con Buffe r Z (60 mM 
Na 2 HPO 4 , 40 mM NaH 2 P O 4 , 10mM KCl, 1 mM MgSO4 , pH 7.0) de la sigui e n t e form a : 
•  50 μl extra c t o s  +  950 μl de Buffe r Z 
•  100 μl extra c t o s + 900 μl de Buffe r Z 
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L a s mu est r a s se incub a r o n a 28º C duran t e 30 minut o s . Trans c u r r i d o este tie mp o se 
añad i ó 200 μl de ONP G (4 mg/ ml en Buffer Z) ( Sigma ) . Se emp ez ó a contar el tie mpo hasta la 
detec c i ó n de un color amari l l o pálid o , mo men t o en que se detie n e la reacc i ó n al añadi r 500 μ l 
de Na 2 CO 3 1M fresc o . Se midió la DO a 420 nm de cada mu est r a . Las unida d e s de β-
g a l a c t o s i d a s a represen t a n : Abs DO 4 2 0  por minut o de reacc i ó n por mg de prote í n a total . 
 
Ensayo β -galactosidasa cualitativo (Método de Filtros) 
 
Se adhiri ó un filtro de nitroc e l u l o s a direc t am e n t e so bre la placa con colonias de Y190 
trans f o r mad a s con pAS2 y pACT2 , o bien sobre “pat ch” de una mezcla de vari os clones, y se 
su mer g i ó en Nitro g e n o líqui d o duran t e unos segun d o s . Este filtro , con las célula s hacia arriba , 
se coloc ó sobre un papel 3MM Whatm a n empap a d o en Buffe r Z + X-Gal (1 μg r / ml ) . A 
conti n u a c i ó n se incub ó a 37ºC y se fue obser v a n d o cada hora hasta detec t a r una tonal i d a d azul. 
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OBJETIVOS 
 
 
 
Hasta la reali za c i ó n de est e trabajo , la regul a c i ó n de la activi d a d QSIII en la memb ra n a  
había sido muy poco caract e r i z a d a . Se descon o c í a  tant o el mecan i s mo gene r a l de activ a c i ó n 
co mo el efect o direc t o de Chs4p , su hipot é t i c o activ a d o r , sobre la subuni d a d catal í t i c a de la 
activi d a d QSIII . Por todo ello, este trab aj o se pr opu s o como objet i v o princ i p a l , escla r e c e r el 
papel Chs4p en la regul a c i ó n de la activ i d a d QSIII . 
 
Paralel a m e n t e ,  s e plan t e ó un segun d o obje t i v o , cuyo propó s i t o era dete r mi n a r los 
posibl e s elemen t o s especí f i c o s que partic i p a n en la regul a c i ó n de la activ i d a d QSII I dura n t e el 
proce s o de conju g a c i ó n . 
 
Ambos obje t i v o s está n inte g r a d o s dent r o de  un proy ec t o global , centra d o en el estudi o 
de la activi d a d QSIII , respo n s a b l e de la sí ntes i s de la quitin a mayori t a r i a en la levadu r a S. 
cerevisiae, y por tanto , posib l e diana en el desar r o l l o de antif ú n g i co s . 
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 1. Chs4p ES NECESARIA PARA  LA CORRECTA TRANSLOCACIÓN 
DE Chs3p EN LA MP 
 
1.1 Caracterización de las proteínas Chs3p y Chs4p  
 
La síntes i s de quitin a está estric t a m e n t e contro l a d a a lo largo del ciclo celula r y esto se 
consi g u e mayor i t a r i a me n t e a travé s de la re gul a c i ó n postr a d u c c i o n a l de la activ i d a d QSIII . 
Chs3p es un a prote í n a co n una regul a c i ó n trans c r i p c i o n a l poco marca d a , obser v á n d o s e un 
liger o pico de expre s i ó n en la trans i c i ó n G1/S (Igua l et al., 1996; Pamme r et al., 1992) . Sin 
embar g o , los nivel e s de prote í n a se manti e n e n c onst a n t e s a lo largo del ciclo celul a r y la vida 
media de la proteín a es mu y larga (Zim a n et al., 1996). La sobre e x p r e s i ó n de C HS3  no prod u c e 
ni un incre m e n t o en la sínte s i s de quiti n a ni en la acti v i d a d QSII I , sin emb ar g o , el incr e m e n t o 
de Chs4p aumen t a la activ i d a d QSIII sin modif i c a r los nivel e s de Chs3p . Todo esto suger í a 
que Chs4p es un facto r limit a n t e que regul a postr a d u c c i o n a l me n t e la activ i d a d QSIII . 
Resu mi e n d o , Chs4p presen t a dos funcio n e s en cuan t o a la regul a c i ó n de la activ i d a d QSIII ; por 
un lado es neces a r i a para la activ a c i ó n de la ac tiv i d a d QSIII y por tanto para la sínte s i s de 
quiti n a , y por otro es esenc i a l para la corre c t a local i z a c i ó n de Chs3p en la zona del cuell o , 
co mo ya se había descr i t o (DeMa r i n i et al., 1997; Sanz et al., 2004). Como el mut ant e chs4 Δ 
presen t a una activ i d a d QSIII zi mo g én i c a , vario s grupo s han propu e s t o una activ a c i ó n 
proteo l í t i c a de Chs3p mediad a por Chs4p. Sin em ba r g o , ning u n o de los dato s expe r i men t a l e s 
obten i d o s hasta la fecha apoy a está hipót e s i s , y todo apunt a a que la regul a c i ó n debe ser 
media n t e otro mecan i s mo .  
 
Hasta la reali za c i ó n de est e trabajo se descono c í a el papel especí f i c o de Chs4p en la 
activ a c i ó n de la activ i d a d QSIII . Por lo tanto ,  nos propusi m o s caracte r i z a r el co mp lej o 
Chs3p / 4 p y su mecan i s mo mol ec u l a r de activ a c i ó n .  
 
1.1.1 Localización intracelular de Chs3p y Chs4p 
 
En S. cerevisiae,  se ha descr i t o que Chs3p y Chs4p coloc a l i z a n a nivel del cuell o . 
Chs4p , graci a s a su unión al anill o de septi n a s a trav é s de Bni4p , deter mi n a la local i z a c i ó n de 
Chs3 p en el cuel l o , al mismo ti emp o que indu c e la activ a c i ó n catal í t i c a de la activ i d a d QSIII 
(DeMa r i n i et al., 1997; Trill a et al., 1997) .  
 
Para reali za r un análisi s más detall a d o de las local i z a c i o n e s de Chs3p y Chs4p , 
proced i mo s a fusion a r amb as proteí n a s a la proteí n a fluores c e n t e verde (GFP). Estas 
constr u c c i o n e s se hicier o n en plásmi d o s centro m é r i c o s y bajo el contr o l de su propi o 
promo t o r . Cada const r u c c i ó n se trans f o r mó en su mutan t e corre s p o n d i e n t e , es decir chs3 Δ o 
chs4 Δ , a fin de evitar la posibl e inter f e r e n c i a de la copia silve s t r e . En ambos casos se vio que 
las constr u c c i o n e s eran funcio n a l e s porque restau r a b a n la sínt e s i s de quit i n a en el muta n t e .  Al 
observ a r est as célul a s al micros c o p i o de fluore s c e n c i a , se vio que ambas prote í n a s 
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colocal i z a b a n sólo parcial me n t e ( Figura 11A) . Chs4p - G F P se local i z a b a tant o en la MP del 
septo como por toda la superf i c i e celula r . Sin embarg o , Chs3p- G F P se presen t a b a únicam e n t e 
a nivel del septo y estaba ausen t e en la MP de las paredes lat era l e s . Este resulta d o se confir m ó 
usand o micro s c o p í a confo c a l ( Figura 11B) , Chs4p - G F P se distr i b u í a por toda la MP con 
especi a l acu mu l a c i ó n en el cuello y Chs3p sólo  se encon t r a b a en la regió n del septo y en 
vesícul a s intrac e l u l a r e s, previa men t e descri t a s co mo quitos o ma s (Zi ma n et al. , 1996).  En 
algun o s casos , se podía ver que Chs3p - G F P prese n t a b a una distr i b u c i ó n irreg u la r asoci a d a a la 
memb r an a debid o a su acumu l a c i ó n arte f a c t u a l en el RE . 
 
Confir m a mo s estos result a d o s usando fracci o n a mi e n t o s subcel u l a r e s en gradie n t e 
conti n u o de sacaro s a . Para ello, usamo s el mutant e doble chs3 Δ chs4 Δ transf o r m a d o con dos 
plásmi d o s que conte n í a n Chs3p - 3 x H A y Chs4p - G F P . De esta fo r ma cada proteín a se det ec t ó 
en un mi smo grad i e n t e usan d o los anti c u e r p o s anti- H A y anti- G F P . Chs3p - 3 x HA se local i z a b a 
may o r i t a r i a m e n t e en un conjun t o de vesícu l a s in trac e l u l a r e s parcia l me n t e coinci d e n t e s con el 
marca d o r de endos o ma s tard í o s Pep1 2 p ( Figura 11C) . Sólo una pequ e ñ a part e de Chs3p se 
encontr a b a en las frac cio n e s de MP (repres e n t a d a s por Pma1p), co mo ya se había descri t o 
anter i o r men t e (Sant o s & Sny d er , 1997) . Chs4p - G F P pres e n t a b a dos pico s a lo largo de todo el 
gradi e n t e . Uno de ellos coi n c i d í a con la MP y el resto se loc aliz a b a en vesícul a s intrac e l u l a r e s 
con una densi d a d si mil ar a la de Chs3p . Sin embarg o , hemo s sido incap a c e s de ver la 
localiz a c i ó n de las vesícul a s que c ontien e n Chs4p median t e fluore s c e n c i a in vivo ( Figura 11) 
o inmun o f l u o r e s c e n c i a indir e c t a (Dato s no mostr a d o s ) . Ni Chs3p ni Chs4p se detec t a r o n en las 
fracci o n e s más ligera s del gradie n t e , lo que demu e st r a que amb as proteí n a s se mantie n e n 
asoci a d a s a memb r a n a duran t e todo su trans p o r t e . Con estos perfi l e s podemo s deduc i r que un a 
parte impor t a n t e de Chs4p está asoci a d a a la MP indep e n d i e n t e m e n t e de Chs3p , y por tanto , la 
cantid a d de proteí n a que está intera c c i o n a n d o a nivel del cuello es li mita d a . 
 
Figura 11. Localización intracelular de Chs3p y Chs4p . (A,B ) Local iz a ci ó n de  Chs3-GFP y Chs4p-GFP 
median t e inmuno f l u o r e s c e nc i a (A) y micr osc o p í a confoc a l (B) en las cepa s chs3 Δ (CRM103) y chs4 Δ 
(CRM233 ) , respec t i v a m e n t e . ( C )  Fracc i o na m i e n t o subce l u l a r en gradi e nte continuo de sacarosa de extractos 
celul ar e s procede n t e s de la cepa Y1306 CHS3-3x H A chs4 Δ (JAY29) transformada con el plásmido pRS314-
C H S4- G F P. La cant i da d de prot e í na en cada fracc i ó n fue dete r mi n a da medi a n t e West er n - B l o t usan d o 
antic u e r p o s espec í f ic o s. La gráf ica muest r a el an áli s i s cuant i ta t i v o de los datos del Weste r n - B l o t . 
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 1.1. 2 Transporte intracelular de Chs4p 
 
La distr i b u c i ó n de Chs4p en el gradi e n t e i ndic a que hay una parte signi f i c a t i v a de esta 
prote í n a que se encue n t r a en vesíc u l a s . Sin em bar g o , se desco n o c í a todo acer c a del trans p o r t e 
intrac e l u l a r de Chs4p. Para estudia r l o , analiz a mo s la local i z a ci ó n de Chs4p - G F P en los 
diferent e s mu tantes chsΔ para ver si, al igual que ocurre con Chs3p , qued a b a rete n i d a en lo s 
diferen t e s co mp ar t i m e n t o s celula r e s (v er introdu c c i ó n ) . En todos los mutante s chsΔ, Chs4p 
llega a la MP y se pres e n ta correct a me n t e loc aliz a d a ( Figura 12) . Esto indic a b a que Chs4p 
posee sus pr opia s señale s para al canz a r la MP, y que es tr ansp o r t a d a indepe n d i e n t e men t e de 
Chs3p y de toda la maqui n a r i a impli c a d a en el tr ans p o r t e intra c e l u l a r de la QS III .  Inclus o su 
trans p o r t e es indep e n d i e nt e de Chs5p , que parti c i p a en el tr an s p o r t e post - G o l g i de vari a s 
proteí n a s . Este result a d o sugier e que Chs4p es trans p o r t a d a en vesícu l a s dife r en t e s a las de 
Chs3p . 
 
Para analiz a r con más detal l e el tráfico in tra c e l u l a r de Chs4p se reguló la expres i ó n del 
gen medi a n t e el promo t o r GAL1 i n d u c ib l e por galac t o s a (pRS3 1 4 - GAL1-CHS4-GFP) . Tras la 
Figura 12. Localización  intracelular de  Chs4p-GFP y Chs3p-3xHA en los mutantes chs Δ . 
Localización de Chs4p-GFP y de Chs 3p-3x H A en los distintos mutantes chsΔ. Chs4p-GFP se 
detec t ó  medi ante fluorescencia y Chs3p-3xHA me dian t e inmuno f l u o r e s cencia indirecta.  
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 induc c i ó n con galac t o s a , se 
analizó la señ al de fluores c e n c i a a 
difer e n t e s tiemp o s . Como se 
puede ver en la Figura 13 , a 
tiemp o s cort o s de indu c c i ó n con 
galact o s a , Chs4p- G F P sólo se 
detect a a nivel del cuello , 
au men t a n d o en inten s i d a d a lo 
largo del tiemp o . A lo s 110 
minutos comienza a detectar se 
una débil señal en la MP de 
alguna s yemas peque ñ a s . 
Sola men t e a parti r de 3 horas de 
induc c i ó n , Chs4 p - G F P se 
acu mu l a signif i c a t i v a me n t e por 
toda la MP. Este mismo patró n 
tamb i é n se obser v ó en los 
mut antes chs3 Δ .  Por tanto, Chs4 p 
es una prote í n a con un tran s p o r t e 
polar i z a d o hacia el septo e 
indep e n d i e n te de Chs3p . 
 
 Para corrob o r a r este 
resul t a d o se anali z ó la 
locali z a c i ó n de Chs4p- G F P en 
varios muta nt e s ter mo s e n s i b l e s 
bloqu e a d o s en la secre c i ó n : sec6-
4, sec7-1 y sec16-2 , afect ad o s en 
la fusió n de vesíc u l a s a MP, la 
fusió n de COPII a Golgi y en la 
salida del RE, respec t i v a me n t e .  
En todos los casos, tras la 
incuba c i ó n a temp er a t u r a restr i c t i v a , dis mi n u í a signi f i c a t i v a me n t e la acu mu l a c i ó n de Chs4p en 
el cuello (Datos no mostr ad o s ) . Por lo que  Chs4p depende de la maquina r i a de secreci ó n 
genera l para su correct a polari z a c i ó n hasta la zona del septo , pero no así de la maqui n a r i a 
especí f i c a implic a d a en el transp o r t e de la QSIII. 
 
1.1. 3 Deleción de la región carboxilo terminal de Chs4p  
 
Los resul t a d o s obten i d o s indic a b a n que Chs4p está asociad a a membran a s . Est a 
prote í n a de 696 amino á c i d o s carec e de domin i o s tran s me m b r a n a , pero sí que conti e n e un 
domin i o de preni l a c i ó n (CVI M ) cerc a del extr e mo C-te r mi n a l , que es rece p t o r de un grup o 
Figura 13. Localización de Chs4p-GFP tras la inducción en 
galactosa. Distri bución de Chs4p-GFP en  las cepas indicadas tras 
el cambio a un medio con galactos a .   La s flec h a s seña l a n la 
acumulación de Chs4p-GFP en la MP de las yema s. Los núme ro s 
indican el tiempo transcurrido,  en minutos, despué s de la 
inducción. La cepa WT ( chs4 Δ, CRM233) y chs3 Δ ( chs3 Δ chs4 Δ, 
CRM278) fueron transformadas con el plásmido pRS314-p GAL1 -
C HS4-GFP. 
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preni l o in vivo (Grabin s k a et al., 2007).  Sin emb arg o , se ha descri t o que este domini o es 
presc i n d i b l e para la funci ó n de Chs4p (DeMa r i n i et al., 1997; Ono et al., 2000; Trill a et al ., 
1997 ) .  
 
Con el fin de anali z a r la asoci a c i ó n de Ch s4p a la memb r a n a const r u i mo s una serie de 
mut an t e s del ec i o n a d o s en su extre mo C-ter mi n a l . Las disti n t a s trunc a c i o n e s de Chs4p se 
hicie r o n sobr e un plásm i d o cent r o m é r i c o que conti e n e C HS4  regul a d o bajo su prop i o 
promo t o r . Para evita r la forma c i ó n de un mRNA  de long i tu d más cort a , se intr o d u jo por 
mut ag é n e s i s dirig i d a un codón de parad a en la cad ena codifi c a n t e . Todas las trunca c i o n e s , 
salvo la Chs4p Δ 5 3 0 , se hicie r o n poste r i o r e s a los do min i o s SLR, regió n esenc i a l en la funci ó n 
de Chs4p (Ono et al., 2000). De esta for ma se obtuv ie r o n varia s prote í n a s trunc a d a s de Chs4p , 
denomi n a d a s Chs4p Δ 5 3 0 , Chs4 p Δ 5 6 0 , Chs4 p Δ 5 9 0 y Chs4p Δ 6 2 5 , las cual es carecí a n de los 
últi mo s 166, 136, 106 y 71 amin o á c i d o s resp e c t i v a m e n t e . Asimi s mo , se camb i ó el domi n i o de 
preni l a c i ó n de Chs4p (CVIM ) , mutan d o la cist e í n a 693 acept o r a del grupo preni l o , por una 
seri n a . A este muta n t e se le deno mi n ó Chs4 p C6 9 3 S ( Figura 14) . Todas las co nstru c c i o n e s se 
co mp ro b a r o n media n t e anál i s i s de restri c ci ó n y secuen c i a c i ó n . 
 
 Una vez tra n sfor m a d o s en la cepa chs4 Δ , se comp r o b ó que todas las prote í n a s 
mut an t e s , sal vo la constr u c c i ó n Chs4p Δ 5 3 0 , comp l e men t a b a n el fe no t i p o de sens i b i l i d a d al 
calco f l ú o r ( Figura 15).  
 
La prote í n a Chs4p Δ 5 3 0 se acu mu l a a bajos nivele s en la célula , lo que explic a su falta 
de comp l e m e n t a c i ó n ( Figura 15) . La sobre e x p r e s i ó n au men t a el grado de compl e men t a c i ó n , 
pero produc e una desloc a l i z a c i ó n de la qu itin a (no mostra d o ) , indic a n d o que la región 
co mp r e n d i d a entre el amin o á c i d o 530 y 560 es esen c i a l para la funci o n a l i d a d de Chs4p . 
 
El resto de proteí n a s trunc a d a s , Chs4p Δ 5 6 0 , Chs4 p Δ 5 9 0 y Chs4p Δ 6 2 5 , así como el 
mut an t e en el domin i o de preni l a c i ó n , Chs4p C6 9 3 S , presen t a b a n un compor t a mi e n t o simila r a la 
proteín a co mplet a . Los niveles de est as proteí n a s en la célula eran muy si milar e s a los 
silvest r e s . To das intera c c i o n a b a n tanto con Chs3p co mo con Bni4p en un ensay o de dos 
F i g u r a  1 4 .  E s q u e m a 
r e p r e s e n t a t i v o  d e  l a s 
truncaciones de Chs4 p . E n 
naran j a se represe n t a n los domini o s 
SLR, en azul un potenc i a domini o 
de unión a calcio y en rosa el 
dominio de prenilación (CVIM). 
L o s a s t e r i s c o s s e ñ a l a n s i t i o s 
pote n ci a le s de N-g l i c o s i la ci ó n de la 
proteína . En el mutante Chs4p C 6 9 3 S  
l a m u t a c i ó n d e l d o m i n i o d e 
p r e n i l a c i ó n s e r e p r e s e n t a e n 
amar i l l o. 
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híbrido s y ade má s presen t ab a n la mi s ma locali z a c i ó n de quiti n a al teñir con calco f l ú o r . Con el 
fin de facil i t a r el análi s i s , y como todas la tr unca c i o n e s tenían un fenoti p o bastan t e pareci d o , 
decid i mo s conti n u a r el estudi o con las proteí n a s Chs4p C6 9 3 S  y Chs4p Δ 5 9 0 .  
 
Median t e un ensay o de valor a c i ó n de quiti n a se obser v ó que las cepas Chs4p Δ 5 9 0 y 
Chs4p C6 9 3 S  tiene n unos nivel e s de quiti n a muy parec i d o s a la cepa silve s t r e ( Figura 16) , y 
co mp ro b a mo s que en ambos casos la locali z a ci ó n de Chs3p- G F P era la correc t a . 
 
Una caract e r í st i c a import a n t e de estas proteí n a s mu tada s es su localiz a c i ó n . Chs4p Δ
5 9 0 - G F P y Chs4p C6 9 3 S - GF P se encue n t r a n en el septo pero  están ausentes en la MP latera l 
( Figura 17) . El mis mo result a d o se obtuvo median t e fracci o n a mi e n t o s subcel u l a r e s en 
gradie n t e s , en los que ni Chs4p Δ 5 9 0 -3 x H A ni Chs4p C6 9 3 S -3xHA aparecí an asociadas las 
fracc i o n e s de MP. Estos resul t a d o s confi r man que el grupo prenil o media la asoci a c i ó n de 
Chs4p a la MP aunque es presci n d i b l e para su funció n . 
 
La ausenci a de Chs4p Δ 5 90 y Chs4 p C693 S  en la MP later a l de la célul a nos plant e ó la 
posib i l i d a d de que estas cepas prese n t ar a n defec t o s  en sus pared e s later a l e s , ya sea en la 
síntes i s de quitin a o en el ensamb l a j e de la pared . Para ver si la delec i ó n del extre mo C-
te r mi n a l prod u c e una dismi n u c i ó n de la quiti n a lateral , se proced i ó a la tinció n con WGA-
FI T C . Este compue s t o es una lectin a que se une especí f i c a m e n t e a residu o s de N-acet i l - D -
g l u c o s a mi n a conju g a d a con el fluor o c r o mo FITC  (fluo r e s c e í n a - 5 - i s o t i o c i a n a t o ) . La tinci ó n no 
mo str a b a nin gu n a difer e n c i a entre las cepas que  conte n í a n las prote í n a s mutan t e s con respe c t o 
a la prote í n a co mp l e t a (Dato s no mostr a d o ) . 
 
Aun así, inte n t a mo s ver si exis t í a algú n defe c t o en el ensa mb l a j e de la pare d celu l a r y 
para ello anali z a mo s la sensi b i l i d a d / r e s i s t e n c i a a varios compue s t o s que afecta n a la pared 
Figura 15. Ensayo de resistencia al calcoflúor en ausencia del extremo C-terminal de Chs4p. E n s ay o en 
placa de resi ste nc i a al calcofl ú o r de la cepa chs4 Δ (CRM233) transfo r m a d a con los plásmid o s pRS315- CHS4 c o n 
las dife re n t e s trunca c i o n e s de Chs4p.  
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celular co mo son: calcof l ú o r , SDS, cafeín a y zimo li a s a . No se vio ningun a difere n c i a entre la 
cepa silvestr e y las Chs4p Δ5 9 0 o Chs4p C6 9 3 S (Dato s no mostra d o ) . En el caso del calcof l ú o r , se 
detectó una pequeña resist e n c i a en la cepa Chs4p C6 9 3 S  que era un poco más acus ad a en el cas o 
del Chs4p Δ 5 9 0 ( Figura 16) . Esto se podrí a atrib u i r a la bajad a del 10% en el conte n i d o de 
quitin a de estas cepas . Est e dato tamb ié n sugie r e que el extremo C-ter mi n a l posee funcio n e s 
adicio n a l e s más allá de la mera prenil a c i ó n . En resum e n , puede decir s e que estas cepas no 
prese n t a n ningú n defec t o apare n t e en la organ i z a c i ó n de la PC. 
 
Aunqu e Chs4 p Δ 5 90 no se distr i b u y e a lo largo de la MP, sí que manti e n e su 
locali z a c i ó n en el cuello ( Figura 17) . Esta prote í n a inter a c c i o n a con Chs3p y con Bni4p , así 
que es probable que sea su unión a ellas lo que de termi n a su anclaje en la zona del septo. Para 
co mp ro b a r l o , decid i mo s estud i a r la locali z a c i ó n de Chs4p Δ 5 9 0 - G FP en ausen c i a de Chs3p y/o 
Bni4 p ( Figura 18). En los mut antes si mples bni4 Δ y chs3 Δ , apenas se alte ra la localiz a c i ó n de 
Chs4p - G F P en el cuell o (Sanz et  al., 2004 ) . En el caso de Chs4p Δ 5 9 0 - G F P se puede obser v a r 
que mient r a s en bni4 Δ el porcenta j e de células con señal en el cuello es bastan te si milar a la 
cepa silvestr e , en el mutante si mp le chs3 Δ o el dobl e bni4 Δ chs3 Δ la acu mu l a c i ó n de Chs4p Δ
5 9 0 - G F P en el cuello se reduce drásti c a m e n t e . Cu ando se comp ar a la localiza c i ó n de la Chs4p-
G F P con la Chs4p Δ 5 9 0 -G F P en el mutan t e doble bni4 Δ chs3 Δ , vemo s que la elim i n a c i ó n del 
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Figura 16. Análisis funcional de las proteínas mutadas Chs4p Δ 590 y Chs4p C693S . (A) E nsay o de resistencia a 
calco f l ú o r a las conc e nt r ac i o n e s indi ca d a s. Obsé rve se la lige r a resi st e n c ia que prese n t a Chs4 p - Δ 5 9 0 compar a d o 
con Chs4p C 6 93 S . (B) Tinción con calcoflúor de las cepas indi cadas. (C) Contenido en quitina (nmol/100mg céls) 
de las cepa s indi c a da s. La cepa utili z a da fue el muta n t e chs4 Δ (CRM233) transfo r m a d a con los plásmid o s 
pRS315- CHS4 ( W T ) , pRS315- CHS4 Δ 590 o pRS315- CHS4 - C 6 9 3 S . 
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extre mo C-te r mi n a l provo c a una dismi n u c i ó n de su  localiz a c i ó n en el cuello hasta la terce ra 
parte . Asimi s mo , en este mutan t e doble , la Chs4p Δ 5 9 0 - G F P se acu mu l a en la vacuo l a , lo que 
sugie r e una degra d a c i ó n de la prote í n a . Media n t e un ensay o de Weste r n - b l o t se confi r mó que 
los nivele s de Chs4p Δ 5 9 0- 3 x H A en bni4 Δ chs3 Δ s e reducí a n has ta el 25% co n respec t o al 
silves t r e (Dat os no mostra d o s ) . Estos result a d o s subray a n la imp o rt a n c i a de la intera c c i ó n de 
Chs4p con otras prote í n a s .   
 
Para corrob o r a r estos result a d o s , analiz a m o s la asoci a c i ó n a memb r a n a s de Chs4p -
3x H A y Chs4p Δ 5 9 0 - 3 x H A en fracci o n a m i e n t o s subcel u l a r e s si mp les. Se trataro n los extractos 
celula r e s totale s con Ur ea al 4%, para extraer las proteí n a s de las memb r an a s , o con agua co mo 
contr o l , y se centr i f u g a r o n a 120.00 0 g. De est a forma se obtie n e el sobre n a d a n t e (So), 
conte n i e n d o extra c t o s prote i c o s solub le s y el pelle t (Po), donde han preci pi t a d o todas las 
memb r anas celulares y las proteínas asoci ad a s a ell as. Chs4p-3x HA se enco ntró 
Figura 17. Localización de Chs4p- Δ 590-GFP y Chs4p C693S -GFP. Localización de Chs4p- Δ 590-GFP y 
Chs4p C 6 9 3 S - G F P en la cepa CRM233. Obsérv e s e la ausenc ia de las proteína s Chs4p- Δ 590-GFP y Chs4p C 6 9 3 S - G F P  
a lo largo de la MP lo que les da un aspect o desenf o c a d o . 
Figura 18. Localización de Chs4p- Δ 590-GFP en ausencia de anclaje al septo. L o c a l i z a c i ó n de Chs4p - Δ590-
GFP en las cepas indicadas. Toda s e llas son derivadas de la cepa W303 chs4 Δ (CRM233) transformada con el 
plásmi d o pRS314 conteni e n d o el gen CHS4 - GFP  o CHS4- Δ 5 9 0-GFP.  Obsér v e se la inten s i da d de la seña l de 
Chs4p- Δ 590-GFP en la vacuola en las cepas chs3 Δ y  chs3 Δ bni4 Δ . Los números representan el porcentaje de 
cél ul a s ( n> 3 0 0 ) con una señal defini d a en la zona del septo. 
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may o rita r i a me n t e asociad a a la fracció n particu l a d a (Po), aunque una parte signif i c a t i v a de la 
proteí n a pasaba al sobren a d a n t e (So) tras el trata miento con Urea ( Figura 19) . Si mi l a r e s 
resu l t a d o s se obtuv i e r on en el doble muta n t e bni4 Δ chs3 Δ . Por el cont r a r i o , la prote í n a Chs4 p Δ
5 9 0 - 3x H A mo str a b a un compo r t a mi e n t o basta n te difer e n t e . En muest r a s sin trata r , una 
fracci ó n import a n t e de la proteí n a se encont r a b a en  el sobrena d a n t e de la cepa silvest r e . Esta 
relac i ó n no varia b a en ausen c i a de Bni4p y Chs3 p . Sin emba r g o , mi en t r a s que el trat a mi e n t o 
con Urea en la cepa silve st r e no extraí a más Chs4p Δ 5 9 0 - 3 x H A al sobre n a d a n t e , en el mutan t e 
dobl e  bni4 Δ chs3 Δ,  p r á c t i c a me n t e la tot al i d a d de la prote í n a se solub i l i z a b a .  
 
Todos estos datos señal a n que la regió n C-ter mi n a l de Chs4p está direc t a me n t e 
implic a d a en su asociac i ó n a la MP. Parece que el  an claje de Chs4 p a la MP del septo se debe a 
una funci ó n coope r a t i v a entre su domin i o de preni la c i ó n y su inter a c c i ó n con Chs3p , y en 
menor medid a con la prote í n a Bni4p . En ausen c i a del domi n i o de preni l a c i ó n , Chs4 p segu i r í a 
siend o funci o n a l debid o a su in ter a c c i ó n direc t a con Chs3p . 
 
1.1. 4 Mutantes puntuales de Chs4p 
   
La regió n centr a l de la prote í n a Chs4p ,  entr e el amin o á c i d o 445 y 563 y que abar c a 
práct i c a m e n t e todos los domin i o s SLR, es esenc i a l para la funci o n a l i d a d de la prote í n a . Esta 
zona interv i e n e en la intera c c i ó n con Ch s3p , deter mi n a n d o su corre c t a local i z a c i ó n y 
activa c i ó n (Ono et al., 2000). Para intent a r separa r  el papel de esta región en ambas funcio n e s , 
realiz a mo s una mutagé n e s i s median t e PCR de sat ura c i ó n en la región centra l de CHS4  y 
analiz a mo s los mutan t e s obten i d o s .  
 
Estos mutan t e s de Chs4p se obtuv i e r o n por PCR degen e r a d a usand o dos oligo s que 
flanqu e a b a n la secuen c i a codif i c a n t e de los domin i o s SLR, entre los amino á c i d o s 280 y 564. 
Dentro de est a región, se incluy e la zona más c onse r v a d a de Chs4 p , que prese n t a una ident i d a d 
Figura 19. Asociación de Chs4p- Δ 590-
3xHA a la MP. F r a c c i o n a mi e n t o 
subc e l u la r compa r a n d o la asoc i ac i ó n de 
Chs4p-3xHA y Chs4p- Δ 590-3xHA a la 
frac ci ó n part ic u la d a (Po) y solu bl e (So) tras 
un tratami e n t o con agua  (C) o con Urea al 
4%. Las cepas utiliz a da s fueron la W303 
chs4 Δ (CRM233) y bni4 Δ chs3 Δ chs4 Δ
(CRM976)  transformadas con pRS314-
C h s 4 p - 3 x H A o p R S 3 1 4 - C h s 4 p - Δ 5 9 0 -
3 x H A . La figura repres e n t a un Wester n -
B l o t revela d o con α -HA y los números 
indica n el porcen t a j e de la banda en cada 
f r a c c i ó n  m e d i a n t e  d e n s i t o m e t r í a 
cuan ti t at i v a. 
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del 52% con Shc1 p (San z et al., 2002 ).  
 
Los mutan t e s se selec c i o n a r o n cotra n s f o r m a n d o una cepa chs4 Δ con las secu encia s 
amplif i c a d a s degene r a n t e s y con un plás mi d o de Chs4p-G F P , linear i z a d o en la secuenc i a a 
ree mpla z a r . La reco mb i n a c i ó n in vivo , sustit u y e la secuen c i a origin a l por las varied a d e s 
mutad a s permi t i e n d o la recir c u l a r i z a c i ó n del plásmi d o .  Este sistema mo stró una alta eficien ci a 
(>90 %) . En prime r luga r , se sele c c i o n a r o n lo s clones que no eran co mp let a m e n t e funcio n a l e s 
al mostra r resis t e n c i a total o parcia l al antifú n g i c o calco f l ú o r . Entre los 371 clon e s , sólo 26 de 
ellos mostr a b an resis t e n c i a al antif ú n g i c o (dato s  total e s de dos exp er i men t o s indep e n d i e n t e s ) . 
Entre estos 26 clones se selecci o n a r o n 17, los cuale s prese n t a b a n Chs4p * - G F P  correc t a m e n t e 
locali z a d a en la zona del septo. Poster i o r m e n t e , se secuen c i ó la zona mutage n i z a d a y, para 
si mp lif i c a r el análisi s , se eligier o n aquello s clone s que prese n t a b a n solam e n t e una o dos 
muta c i o n e s punt u a l e s . Se deno mi n a r o n M1’, M3’, M7’, M9’ y M12’ . 
 
Los clones M1’ , M3’ y M7’ presen t a b a n una sola mutaci ó n puntu a l , mi ent r a s que los 
M9’ y M12’ cont e n í a n dos. En la Figura 20 s e mues t r a n los cambi o s de amino á c i d o s y la 
posic i ó n de cada uno de ellos . La may o r í a de lo s cambi o s se encon t r a b a n dentr o de la región 
más conserv a d a de Chs4p. En un análisi s más detal l a d o de la local i z a c i ó n de los mutan t e s con 
la GFP, obser v a mo s que todos se local i z a b a n corre c t a m e n t e en el septo ( Figura 21) . Sin 
M3’ E
M1’ SM12’ P M7’ G
M9’ T
M12’ E480   G
M9’ P
3’
1’12’ P 7’
9’
12’ 480
9’ P
Figura 20. Aminoácidos mutados en las proteínas Chs4p-M’. A l i ne a mi e nt o compa r a t i v o de 
secue n ci a s media n t e BLAST entr e Chs4 p y Shc1p . La regió n encu a d ra d a en verde indic a la 
regió n centra l conse r v a d a con un 52% de ident i da d . En la figura se indica n los distin t o s cambio s 
de aminoácidos en ca da mutante Chs4p-M’ . 
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 embargo , el mut ant e M9’ y el M12’ mostra b a n me nos intensid a d de fluoresc e n c i a en el septo, 
aunqu e ambas prote í n a s se acu mu l a b a n en la cél ul a en una canti d ad simil a r a la silve s t r e .  
 
Al teñir las corre s p o n d i e n t e s cepas con calco f l ú o r , se obser v ó que todas mostr a b a n 
menos inten s i d a d que un silve s t r e ( Figura 21) d e acuerd o con la resist e n c i a al calcof l ú o r 
obse r v a d o . De hecho , el mutan t e M3’ práct i c a m e n t e no mostra b a tinci ó n , simil a r a lo que 
ocurre en los mutante s chs4 Δ . La poca canti d a d de quiti n a de estos mutan t e s parec í a bien 
local i z a d a , ya que en ningú n caso se de te c t ó una distr i b u c i ó n aberr a n t e .   
 
Para corro b o r a r estos resul t a d o s reali z a m o s una valor a c i ó n de la canti d a d de quiti n a , y 
co mo se puede ver en la Tabla 7 t o d o s los clones prese n t a b a n nivel e s reduc i d o s de quitin a y  
espec i a l m e n t e el M3’, con unos nivel e s simil a r e s al mutan t e chs4 Δ . Las canti d a d e s de quiti n a 
se corre s p o n d í a n con los nivel e s de resis t e n c i a obten i d o s en placa s con calco f l ú o r . 
 
A contin u a c i ó n deter mi n a mo s la inter a c c i ó n de esta s prote í n a s mut ad a s con Chs3p 
media n t e un ensay o de dos híbri d o s uti l i z a n d o el extr e mo amin o de Chs3 p (Chs 3 p Δ 7 00 ) , ya 
que con la prote í n a co mp l e t a no se detec t a la inter a c c i ó n (DeM a r i n i et al., 1997) . Como se 
puede ver en la Tabla 7 ,  l o s mutan t e s M1’ , M3’ y M7’ inter a c c i o n a b a n en may o r o menor 
medida con Chs3p, sin emb arg o los mut ant e s M9 ’ y M12’ no presen t a b a n intera c c i ó n con 
Chs3p. Este dato explic a r í a porque los mutant e s M9’ y M12’ no son capace s de activa r 
eficie n t e m e n t e la QSIII y mu estr a n nivele s muy reduc i d o s de quiti n a . El mutan t e M3’ muest r a 
Figura 21. Funcionalidad de los mutantes Chs4p-M’. L o c ali z ac i ó n de las dife r e nt e s Chs4p mutante s M’, 
expresad o s desde un plásmido centromé r i c o en la cepa W303 chs4 Δ (CRM233). Tinc ión con calcoflúor de los 
distinto s mutantes Chs4p-M’ .  
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un fenot ip o basta n t e inter e s a n t e , ya que siend o capaz de intera c c i o n a r con Chs3p, aunque sea a 
nivele s más bajos, no induce su activa c i ó n . Los muta n t e s M7’ y M9’ por su parte , son capa ce s 
de intera c c i o n a r corre c t a me n t e con Chs3p pero no la activan hasta niveles silvestr e s , co mo se 
puede ver por el conte n i d o en quiti n a . 
 
Tamb ié n , media n t e un ensay o de dos híbri d o s , deter m i n a mo s la inter a c c i ó n de esta s 
prote í n a s con Bni4p . En este caso había que utili z a r la trunc a c i ó n Chs4p - Δ 5 90 como cont r o l 
posit i v o del exper i men t o , ya que se había descr i t o que la prote í n a co mp l e t a no muest r a 
inter a c c i ó n con Bni4p (DeMa r i n i et al ., 1997 y obser v a c i o n e s en nuest r o labor a t o r i o ) . Los 
datos obten id o s fuero n poco concl uy en t e s por prob l e ma s de fondo en los contr o l e s y de 
repro d u c i b i l id a d . Sin emb ar g o , los resul t a d o s suger í a n que las prote í n a s M9’ y el M12’ eran 
los única s que no inter a c c i o n a b a n con Bni4p .  
 
En una últim a aprox i m a c i ó n , estud i a m o s en de tal l e la local i z a c i ó n de Chs3p -G F P en  
estos mut ant e s . Par a ello, hici mo s nue vas constr u c c i o n e s de las proteí n a s mutant e s en un 
plásmi d o conte n i e n d o Chs4p - 3 x H A . Una vez obten i d o s todo s los plásmi d o s Chs4 p * - 3 x H A se 
cotra n s f o r ma r o n cada uno de ellos junto con Chs3p - G F P en una cepa chs3 Δ chs4 Δ . Chs3 p -
GFP se locali zaba correct a mente en el cuello en  los muta n t e s M1’ y M7’, sin emba r g o , en los 
mut ante s M3 ’y M12’ parecía que la señ al de Chs3p-G F P en el septo estaba bastan t e reduci d a . 
Tanto en el caso del M3’ como del M9’ y M12’ , la escasa inter ac c i ó n con Chs3p explica r í a su 
incapa c i d a d de anclar l a adecua d a me n t e a la zona del cuello .  Debido a la señal tan esc as a y 
varia b l e de Chs3- G F P , habrí a que reali z a r ot ras aprox i ma c i o n e s para llegar a una conclu s i ó n 
defin i t i v a . 
Tabla 7. Caracterización de los mutantes Chs4p-M’. Ca n t i da d de quiti n a , expr e sa da en nmol e s de 
NAcGln/100mg cél. y porcentaje con respecto a un silvestre, de los di fere ntes mutantes de Chs4pM’. Las 
proteína s mutada s de Chs4p fueron expres a d a s desde un plásmid o centro m é ri c o en la cepa W303 chs4 Δ 
(CRM233) . La interac c i ó n de Chs4p y Chs3p se cuantifi c ó me diante un ensay o cuantita tivo de dos híbridos y se 
repr e se n ta en unid a d e s de β- g al ac t o s i d a s a refe r i do a la cepa silv e st r e .  
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 En resume n , podemo s clasi f i c a r los mutant e s según tres patron e s difer e n t e s : 
• M 1 ’ y M7’ : Interac c i o n a n con Chs3p y la loca liz a n correct a m e n t e pero no son 
capaces de activar la QSIII a niveles silvest r e s 
• M 3 ’ : Este mutan t e no es capaz de promo v e r la sínt e s i s de quiti n a a pesar de que se 
detec t a inter a c c i ó n parci a l con Chs3p , una peculi a r i d a d no descri t a hasta el mo ment o . 
Es más, se ha propu e s t o que inclu s o una débil inter a c c i ó n entre Chs3p y Chs4p es 
sufic i e n t e par a activ a r la sínte s i s de quiti n a (Ono et al., 2000) . La inter a c c i ó n entre 
este mutan t e y Chs3p parec e basta n t e inest a b l e , ya que Chs3p - GF P no se encu e n t r a 
bien ancla d a a la zona del cuell o .  
• M 9 ’ y M12’ : Las proteí n a s M9’ y M12’ -G F P presen t a n cierta desloc a l i z a c i ó n con 
menos inten s i d a d de fluore s c e n c i a en la zona  del sept o . Estos muta nt e s a pes ar de no 
inter a c c i o n a r con Chs3p , mu est r a n unos nive les de quitina ligerame n t e más al tos que 
el mutante chs4 Δ . Esta falta de interac c i ó n se refleja en la pérdida de localiz a c i ó n de 
Chs3p - G F P en el septo . 
 
Estos mutan t e s aport a n una valios a infor m a c i ó n sobre el mecan i s mo de intera c c i ó n /
a c t i v a c i ó n de Chs4p , y aunqu e corrob or a n que am bas funcio n e s están est re c h a m e n t e ligad a s , 
en alguno s casos, esta correl a c i ó n puede verse af ect a d a . El estud i o de estos mutan t e s sugie r e 
que no siemp r e una inter a c c i ó n entre Chs3p y Ch s4p implic a una activa c i ó n , y viceve r s a. Esto s 
resul t a d o s indic a r í a n algún tipo de parti c i p a c i ó n act iv a de Chs4p en la activ a c i ó n de la QSIII , 
la cual se verí a bloque a d a en el mutant e M3’ . 
 
Aunqu e estas prote í n a s mutad a s de Chs4p no está n comp l e t a men t e caract e r i z a d a s , nos 
aporta n una serie de idea s y concep t o s sobre el mec ani s mo mol ec u l a r de intera c c i ó n y 
activa c i ó n entre Chs3p y Chs4p. Y lo que es m ás impor t a n t e , const i t u y en en sí mi smo s una 
herra mi e n t a de traba j o para el futur o . 
 
1. 2 La asociación de Chs3p a la MP depende de Chs4p 
 
Como ya se ha visto , Chs4 p se local i z a inde p e n d i e n t e men t e de Chs3p , lo que 
plantea b a nuevas hipóte s i s sobre la función de esta proteín a . Incluy e n d o su posible 
parti c i p a c i ó n en los últim o s paso s del trans p o r t e de Chs3p , med ia n d o su incor p o r a c i ó n a la 
MP. 
 
1. 2 .1 Localización de Chs3p en ausencia de Chs4p 
 
Como ya se ha menci o n a d o anter i o r me n t e , Ch s3p - G F P se local i z a en la zona del sept o 
y en punto s intra c e l u l a r e s (Sant o s & Sn yde r , 1997; Traut w e i n et al ., 2006). Sin embar g o , en el 
mut an t e chs4 Δ , los punto s intra c e l u l a r e s son más inten s o s  y el número de célul a s con señal en 
el cuello se reduce hasta la quinta parte comp ar a d o con el silvest r e (Figura 22A) . La señal de 
Chs3p - G F P en el cuell o no es sólo menos fr ecu e n t e , sino tamb i é n menos inten s a que en la 
cepa silvest r e . 
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Este resul t a d o contr a d i c e de algun a forma a otro s auto r e s , que habí a n desc r i t o la 
locali z a c i ó n difus a de Chs3p en el muta nt e chs4 Δ median t e inmun o f l u o r e s c e n c i a (DeMa r i n i et 
al., 1997 ) .  Para  veri f i c a r esta discr e p a n c i a , reali z a mo s  una inmu n o l o c a l i z a c i ó n de Chs3 p - 3 x H A 
en una cepa silvestre y en el mutante chs4 Δ . Como se puede ver en la Figura 22B , Chs3p -
3 x H A mostr a b a una distr i b u c i ó n polari z a d a , que corre s p o n d í a con el 15% de las célul a s 
totale s . Sin embarg o , mi entr a s que en el silves t r e Chs3p se locali z a b a en una línea bien 
defin i d a en la zona del cuell o , en el mutan t e chs4 Δ , el patró n de Chs3p era más bien difuso . 
Aunqu e ya se había descr i t o este fenot i p o (DeMa r i n i et al., 1997) , noso t r o s quis i mo s ir más 
allá hacie n d o un análi s i s cuant i t a t i v o del mismo ( Figura 22C) . Los valor e s obten i d o s 
indic a r o n que la may o r í a de las célul a s con tinci ó n en el silve s t r e muest r an una local i z a c i ó n 
muy defin i d a de Chs3p . En camb i o , en el mutan t e chs4 Δ este tipo de señal sólo se observ a en 
aproxi mad a m e n t e el 20% de las célula s , el r esto pres e n t a un patró n más bien difu s o y poco 
nítid o . Ademá s , en chs4 Δ , se encu en t r a con ci erta fre cue n c i a tinció n en la yema, una 
locali z a c i ó n prácti c a me n t e inexis t e n t e en la cepa silves t r e . 
 
En ausen c i a de Chs5p , Chs3p prese n t a un patró n punte a d o , típic o de vesíc u l a s de 
Golgi (Sant o s & Sny d e r , 1997) . Está distr i b u c i ó n es clara m e n t e disti n t a y nunca es polar i z a d a 
tal y co mo se observa en el mut ante chs4 Δ ( Figura 22B).  Aunque en ambos caso s el trans p o r t e 
de Chs3p est á alter ad o , en el chs4 Δ el bloqu e o debe ocurr i r en un estad í o post e r i o r , ya que se 
encuentra polarizada haci a la ye ma. En ausen c i a de Chs4p , el patrón de Chs3p -3x H A es difus o 
pero punte a d o , lo que indic a que Chs3p no se inser ta en la MP y queda retenid a en vesícul a s 
polar i z a d a s . Aunqu e trata mo s de separ a r este tipo vesícu l a s median t e grad i e n t e en sacar o s a , no 
Figura 22. Localización intracel ular de Chs3p en el mutante chs4 Δ . (A)  L oc a l i z a c i ó n de Chs3p- G F P en las 
cepa s indic a d a s. Las fech a s indic a n la loca li za c ió n de Chs3 p - G FP en el cuell o en el muta nt e chs4 Δ , nóte se la 
reduc i da inten s i d a d de fluor e s c e n c i a compa r a da con la cepa silvestre. (B)  Inmunof l u o r e s c e nc i a indi re c t a de 
Chs3p-3xHA en las cepas WT, chs4 Δ y  chs5 Δ en el fondo Y1306. Obsérve s e la tinció n tan defi ni d a de la cepa 
silves t r e en compar a c i ó n con la difusa y puntea da de chs4 Δ . En el muta nt e chs5 Δ, Chs3p-3xH A queda reteni da 
en vesíc u l a s de Golgi . (C) Análi s i s cuant it at i vo de la local i za c i ó n de Chs3p-3 x H A en el mutan te chs4 Δ. 
Porce n t aj e de célula s ( n> 2 3 0 ) con un determi n a d o patrón, refe rid o al número total de células que presentan 
tinc i ó n. Patr ó n defi n i d o se refi e re a célu l a s con una tinc i ó n clar a y disc r et a en la zona del sept o ; difu so, a célu la s 
con tinc i ó n polar i z a da pero dispe r sa , y yema , a célul a s que prese n t a n una tinci ón difus a en la perif e ri a de la 
cél ul a hija . 
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 hemo s sido capac es de detecta r difere n c i a s en cua n t o a su densi d a d en rela c i ó n con las 
vesícu l a s de Chs3p típica s de una cepa silves t r e .  
 
A priori, este resulta d o sugerí a que Chs4p es necesa r i a para la correct a asocia c i ó n de 
Chs3p a la MP. Para co mp r o b a r l o , anali z a mo s la dist r i b u c i ó n de Chs3p en un fracc i o n a mi e n t o 
subcel u l a r discon t i n u o de sacaro s a , ya que, a difere n c i a de los contin u o s , sí que permit e 
detect a r la acu mul a c i ó n de Chs3p en la MP. Se utiliz a r o n las cepas chs3 Δ y chs3 Δ chs4 Δ 
trans f o r mad a s con un plás m i d o con C HS3 - 3 x H A . De acuer d o con los resul t a d o s obten i d o s por 
otros autor e s (Vald i v i a & Schek ma n , 2003) , Chs3p- 3 x H A se localiz a en dos picos en un 
gradi e n t e de densi d a d ( Figura 23) . Una canti d a d signi f i c a t i v a de la prote í n a (25.5 ±0 . 6% ) 
coinc i d e con el marca d o r de MP, Pma1p , que abarc a de las frac c i o n e s la 5 a la 7. El rest o de la 
proteí n a se encuen t r a en fracci o n e s vesicu l a r e s (1-4 ) , coin c i d e n t e s con Pep12 p . Sin embar g o , 
en el mutant e chs4 Δ , sólo una peque ñ a canti d a d de Ch s3p - 3 x H A (6.9± 2 . 1 % ) coloc a l i z a con 
Pma1p, mien tr a s que la may o ría se encuent r a en fraccio n e s vesicu l a r e s . Se obtuvie r o n los 
mismo s resu l t a d o s en una cepa con la const r u c c i ó n Chs3p - 3 x H A integ r a d a en el geno m a 
(San t o s & Sn yd e r , 1997 ), conf i r man d o así, que Ch s4 p promu e v e la asoc i a c i ó n de Chs3 p con la 
MP. 
 
 
 
Figura 23. Localización intracelular de Chs3p en el mutante chs4 Δ mediante gradiente discontinuo de 
sacarosa. D i s t ri b u c i ó n intracel u l a r de Chs3p-3 x H A mediant e fraccio na m i e n t o subc e l ul a r en gradi e n te 
discon t i n u o de sacaro s a. Chs3p- 3 x H A fue expresa d o desde el plásmi d o pHV7-C - H A en las cepas W303 chs3 Δ 
(CRM872) y chs3 Δ chs4 Δ (CRM278). En el mismo gradiente, tamb ié n se inmunod e t e c t ó Pma1p (marcad o r de 
MP) y Pep12p (marca d o r de endoso m a s ) . E l anális i s cuanti t a t i v o de los Western - Blo t se represe n t a en las gráfica s 
situ a d a s en la part e infe r i or . 
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 1. 2 . 2 Chs4p induce la activación de la QSIII mediante la translocación 
de Chs3p en la MP 
 
Ya se había descri t o que la sobree x p r e s i ó n de CHS4  provoca un increm e n t o en la 
activ i d a d QSIII (Tril l a et al., 1997) , sin embar g o se desco n o c í a como se lleva b a a cabo dich a 
activ a c i ó n . Como ya hemos visto , la canti d a d  de Chs3p asocia d a a membra n a depend e de 
Chs4p, así que tratamo s de correla c i o n a r est e dato con la síntes i s de quitin a . Las cepas 
utili z a d a s tenía n disti n t o s nivel e s de expres i ó n C HS4 . Se usó el mutan t e chs4 Δ trans f o r ma d o 
con un plás m i d o vací o (pRS 3 1 4 ) , con CHS4  en monoc o p i a (pRS 3 14 - C HS4 ) o con CHS4 en un 
plás mi d o mult i c o p i a (pRS 4 2 4 - C HS4 ) . Co mo se puede ver en la Figura 24 , un incre me n t o en 
los nivel e s de Chs4p se corre s p o n d e con un aumen t o de la canti d a d de Chs3p asoci a d a a MP 
(dat o s obte n id o s de un mí ni mo de 3 grad i e n t e s indepe n d i e n t e s ) . Mientr a s que, en el mutan t e 
chs4 Δ la cant i d a d de Chs3p en fracci o n e s de MP es práctic a me n t e despre c i a b l e . En la cepa que 
sobre e x p r e s a CHS4 se puede encon t r a r más de  un 30% de Chs3p - 3 x H A en la MP. Esto s 
resul t a d o s coinc i d e n con la sínte s i s de quiti n a in vivo , ya que a may o re s nivele s de Chs3p-
3 x H A en la MP, la cepa tiene más cantid a d de  quiti n a , y por tanto más sensi b i l i d a d al 
calco f l ú o r . Curio s a me n t e , la tinci ó n con calco f l ú o r en la cep a que sobre e x p r e s a C HS4, n o sólo 
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Figura 24. Relación de los niveles de Chs3p en la MP y la síntesis de quitina. Cuantificación de los niveles de 
Chs3p-3x H A en las fraccion e s de MP tras un gradient e di sconti n u o de sacarosa y poste ri o r análi s i s media nt e 
Wester n - B l o t como en la Figura 23. Los extrac t o s de proteína fueron obteni do s de la cepa chs4 Δ (JAY29 ) 
tran sf o r ma d a con los plásmi d o s indi c a d o s. La gráfi c a repr e se n t a la canti da d de Chs3p asoc i a da a MP (Frac c i o n e s 
5-7), los datos corresponden a la media de tres experi m e n t o s inde pe n d i e n t e s .  Sobre estas mismas cepas se midió 
la canti da d de quiti n a (nmol e s de NAcGl n / 1 0 0mg cél.) y la resist e n c ia a calcof l ú o r (0.025 mg / ml ) , asimis mo 
tambié n se realizó una tinción con calcofl ú or .  
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muestr a un aumen t o en la canti d a d de quiti n a ,  sino que además esta quitin a se encu en t r a 
liger a me n t e deslo c a l i z a d a alred e d o r del cuello . 
 
Para deter mi n a r que realm e n t e exist í a una corre l a c i ó n entre la distr i b u c i ó n de Chs3p y 
la activ i d a d QSIII , medi mo s dicha activ i d a d en las difer e n t e s fracc i o n e s de un gradi en t e 
discon t i n u o . Para est e ensay o utiliz a mo s cepas chs4 Δ y con sobre e x p r e s i ó n de C HS4,  porqu e 
son los dos modelo s más repres e n t a t i v o s .  En cada fracci ó n del gradie n t e detect a mo s la 
canti d a d de Chs3p y la activ id a d QS III. En ausen ci a de C HS4 , Chs3p está prácti c a me n t e 
ausen t e de la MP y la activi d a d QS III es muy baja en todas las fracciones ( Figura 25) .  Sin 
embar g o , cuand o se sobreex p r e s a CHS4  la cantid a d de Chs3p aument a en las fracci o n e s de 
MP, que se corre s p o n d e n con un aumen t o de la activ i d a d QSIII en dicha s fr acc i o n e s . Las 
fraccio n e s de vesícul a s (1- 4 ) apen as presen t a n activi d a d QSIII a p esar de los altos niveles de 
Chs3p - 3 x H A . Por tanto , la Chs3p que se encue n t r a en vesícu l a s es catalí t i c a m e n t e inact i v a , sin 
embarg o , en las fr acci o n e s de membra n a hay una relac i ó n direc t a entre la canti d a d de Chs3p y 
la activ i d a d QSIII . Tamb i én cabe dest a c a r , que  las fr acci o n e s vesicu l a r e s no presen t a n ningun a 
activ i d a d QSIII , indep e n d i en t e men t e de la adici ó n de trips i n a . 
 
Con todos estos datos se puede concl u i r que  Chs4p tien e un impor t a n t e pape l en el 
tráfic o intra c e l u l a r de la QSIII, y más especí f i c a m e n t e en la tr ans l o c a c i ó n de la Chs3p en la 
MP, relac i o n a n d o direc t a m e n t e los nivel e s de Chs3p en la MP y la sínte s i s de quiti n a . 
 
1. 2 . 3 Posible participación de Chs4p en el transporte anterógrado de 
Chs3p 
 
El tráfico intrace l u l a r de Chs3p en el TGN depen d e dos prote í n a s , Chs5p y Chs6p (ver 
intro d u c c i ó n ), y en ausen c i a de algun a de ellas Chs 3 p qued a rete n i d a en el Golg i . Sin emba r g o , 
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Figura 25. Relación de los niveles de 
Chs3p en la MP y actividad biológica. 
A c t i v i da d QSIII espec í f ic a (mU) en 
c a d a  f r a c c i ó n  d e  u n  g r a d i e n t e 
disc o n t i n u o de sacar o sa con extra ct o s 
obten i d o s de la cepa chs4 Δ (JAY29) 
transfo r m a d a con un plásmid o pRS424 -
CHS4 . En el pane l infe r i o r se mues t r a la 
d i s t r i b u c i ó n i n t r a c e l u l a r d e C h s 3 p 
detec t a n d o la cant i d a d de proteí n a en 
cada fracc i ó n del gradi e nt e media n t e 
Wester n - B l o t con α -HA. 
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estas prote í n a s no son un requi s i t o indis p e n s a b l e para el tran s p o r t e de Ch s3p , ya que en 
deter mi n a d a s circun s t a n c i a s se puede restau r a r la  lleg ad a de Chs3p a la MP. Al sobree x p r e s a r 
YPT32 , un homó l o g o de las prot e í n a s Rab de mamí f e r o s impl i c a d o en el tráf i c o de sali d a del 
Golgi y el recic l a j e desde endos o m a s al Golgi , se puede eludi r el bloqu e o de Chs3p en las 
cepas chs5 Δ y chs6 Δ (Ortiz & Novick , 2006) . Con el fin de deter m i n a r si Chs4 p parti c i p a b a en 
el trans p o r t e intra c e l u l a r de Chs3p , y si era o no presc i n d i b l e para la acti v i d a d QSIII , se 
sobre e x p r e s ó YPT32  bajo el cont r o l del promo t o r GAL1 . La sobre e x p r e s i ó n de YPT32  restaura 
la síntes i s de quitin a y la sensib i l i d a d al calcof l ú o r en la cepa chs6 Δ , pero no en el muta n t e 
chs4 Δ ( Figura 26) . De la misma for ma , cuand o anali z a m o s la local i z a c i ó n de Chs3p - G F P en 
estas condi c i o n e s , se puede ve r que la sobre e x p r e s i ó n de YPT32  en el mu tante chs4 Δ no 
produc e un incre me n t o de la acu mu l a c i ó n de Chs3p en el septo , ya que sólo se detec t a señal en 
el 1% de las célul a s (n=29 4 ) (Dato s no mostr a d o s ) . 
 
Tamb ié n se había descr i t o que en los mutant e s afecta d o s en el comp l ej o AP-1, Chs3p 
no se retien e adecua d a m e n t e en los co mp ar t i m e n t o s endocí t i c o s y escapa haci a la MP. Esto 
ocurre tanto en un silves t r e co mo en el mutant e chs6 Δ (Valdi v i a et al., 2002) . Así que 
co mb i n a mo s mutan t e s de las subun i d a de s del co mp l e j o AP-1 ( aps1 Δ o  apm1 Δ ) con el muta n t e 
chs4 Δ , y los analiz a mo s median t e un ensay o de r esiste n c i a a calcof l ú o r en placa. Mientra s que 
los mutan t e s doble s aps1 Δ chs6 Δ y apm1 Δ chs6 Δ , recup e r a b a n ciert a sensi b i l i d a d al 
calco f l ú o r , los doble s aps1 Δ chs4 Δ y  apm1 Δ chs4 Δ s e g u í a n mant e n i e n d o un patr ón de 
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Figura 26. Efecto de la 
sobreexpresión de Y P T 3 2  
en la síntesis de quitina.  (A) 
Tinci ó n con calco f l ú o r en las 
cepa s indi ca d a s: WT, chs4 Δ 
( C R M 2 3 3 )  y  c h s 6 Δ 
( C R M 2 7 5 ) , t r a n s f o r m a d a s 
c o n e l p l á s m i d o v a c í o 
pRS314 o con pRS314-
p GAL1-YPT32. L a s célu l a s 
se incuba r o n en medio con 
galactos a y se tiñeron con 
calc o f l ú o r tal y como se 
i n d i c a e n Ma t e r i a l e s y 
Métodos . (B) Ensay o de 
resi st e nci a a calc ofl úor a las 
c o n c e n t r a c i o n e s i n d i c a d a s 
sobr e esta s misma s cepa s.  
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resistenci a si milar al mut ante si mp le chs4 Δ ( Figura 27) .  L o que indica que en ausenc i a de 
Chs4p no se puede conse g u i r una activ i d a d QSIII funci o n a l aunqu e se vea afecta d a la 
integ r i d a d del comp l e j o AP -1. 
 
Todos estos resul t a d o s demu e s t r a n que Chs4p es un requis i t o indis p e n s a b l e para la 
activ a c i ó n de la QSIII y que no puede ser eludi d o por la alter a c i ó n de otros compo n e n t e s del 
transp o r t e . Estos datos clara me n t e posic i o n a n a Chs4p en una parte muy tardía del transp o r t e 
intra c e l u l a r de Chs3p, más allá del TGN . 
 
En el muta n t e chs4 Δ , Chs3p queda reteni d a en unas vesícu l a s polari z a d a s 
aparent e m e n t e distint a s de las vesí cul a s de los mutant e s chs5 Δ y chs6 Δ ( Figura 22B) . Aunq ue 
trata mo s de carac t e r i z a r ambos tipos de vesíc u l a s median t e gradie n t e s cont i n u o s en saca r o s a , 
no hemo s si do capac e s de separ a r l a s adecu a d a me n t e , ya que prese n t a n una densi d a d muy 
si milar .  
 
1.3 Chs4p está involucrada en la estabilidad de Chs3p en la MP 
 
Nuestro s res u lt a d o s indica n que Chs4p es una  proteí n a implic a d a en la correc t a 
local i z a c i ó n de Chs3p en la MP y que su func ió n especí f i c a par e ce estar relac i o n a d a con los 
estadí o s finale s del transp o r t e de Chs3p.  
 
Aunque los datos prese n t a d o s son total me n t e co mpat i b l e s con un bloque o en el 
proce s o en el trans p o r t e anter ó g r a d o , no ex clu y e n un hipot é t i c o papel de Chs4p en la 
endoc i t o s i s de Chs3p (Holt h u i s et al., 1998) , un proce s o muy poco estud i a d o en relac i ó n con la 
Figura 27. Resistencia a calcoflúor de 
cepas mutantes en el complejo AP-1. 
E n say o en placa de resi ste n c ia a calc o f l ú o r 
(1mg/ml) de los mutantes dobles afectados 
en sínte s i s de quiti n a y el compl e j o AP-1 . 
El fondo gené t i c o u tiliz a d o fue el BY4741 . 
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 QSIII. Por ello, analiz a m o s la locali z a c i ó n Ch s3p y la síntesis de quitina tras bloquear el 
proce s o de endoc i t o s i s . 
 
1. 3 .1 Bloqueo de endocitosis: mutante end4Δ 
 
Para bloqu e a r la endoc i t o s i s utili z a mo s el mutan t e nulo end4 Δ . La prot e í n a End4p 
partic i p a en la intera c c i ó n entre la clatri n a que  recubre las vesícul a s endocí t i c a s y la actina, y 
su deleci ó n reduc e drást i c a me n t e la intern a l i z a c i ó n de proteín a s y coloran t e s desde la MP 
(Rath s et al., 1993; Wesp et al., 1997) . El mutan t e end4 Δ es ter mos en s i b l e a 37ºC, mu estra un 
feno t i p o de crec i mi e n t o lent o y célul a s de gran tamañ o . La delec i ó n de C HS4  en este muta nte 
agrav a todos estos fenot i p o s y provo c a mu cha lis is celul a r . En la cepa silve s t r e , Chs3p - G F P se 
locali z a en la zona del sep to y en vesícu l a s intrac e l u l a r e s , sin embarg o , en el mut ant e end4 Δ , 
Chs3p - G F P queda reten i d a en la MP y dis mi n u y e su local i z a c i ó n en la zona del cuell o (Figura 
28B) .  Asi mi s mo , tamb ié n desapa r e c e los punto s intra c e l u l a r e s . En los mutan t e s end4 Δ se 
expr e s ó Chs3 p - G F P desd e un plás mi d o deja n d o la c opia silve s t r e de la prote í n a , ya que el 
doble end4 Δ chs3 Δ present a graves defe ct o s de creci m i e n t o y fenotí p i c o s . 
 
Cuand o anal i z a mo s la local i z a c i ó n de Chs 3p medi a n t e micr o s c o p í a conf o c a l , pudi mo s 
confi r m a r que en el mutant e end4 Δ , Chs3p - G F P prese n t a b a una distr i b u c i ó n unifo r me por la 
MP, descar t a n d o así una posibl e acu mu l a c i ó n de Ch s3p - G F P en el RE. La cuanti f i c a c i ó n de la 
relac i ó n entre la inten s i d a d de la señal en el  sept o y la MP revel ó que en un silve s t r e la 
inten s i d a d relat i v a (Inte n s i d a d en MP/ Inten s i d a d  en el septo ) era de 0.19±0 . 0 5 , pero en el 
Figura 28. Síntesis de quitina y loca lización de Chs3p-GFP en el mutante end4 Δ . ( A) Tinci ón con calcoflúor 
de las cepas indicad a s . El fondo genétic o utiliza do fue el BY4741.(B)  Localización de  Chs3p-GFP en las cepas 
indic a d a s , todas ellas conti e nen la  copia de Chs3p silvestr e , y expr esan Chs3p-GFP desd e el plásmido 
centro m é r i c o pRS315 .  
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mut an t e end4 Δ esta relaci ón aumentab a hasta tres veces más (0.63±0.14) ( Figura 29) . Esto 
dato indic a que Chs3p no se endoc i t a , acu mu l á n d o s e a lo larg o de la MP. Del mism o mod o , 
anal i z a mo s si Chs4 p - G F P tamb i é n se regu l a por endoc i t o s i s . En este caso , Chs4p - G F P 
prese n t a la mis ma loc al i z a ci ó n en el cuell o y en el resto de la MP, tanto en un silvest r e co mo 
en un end4 Δ.  La cuant i f i c a c i ó n medi a n t e micro s c o p í a confo c a l mostr ó que la inten s i d a d 
relativ a en el silvest r e y en el end4 Δ es muy simi l a r : 0.38 ±0 . 16 y 0.41 ±0 . 13 , resp e c t i v a m e n t e . 
En base a estos resul t a d o s , podemo s afir m a r que  Chs3p depe n d e de endoc i t o s i s para su 
correc t a loca li z a c i ó n en el septo, mien tr a s que Chs 4p parece no estar regula d a por la rut a 
endoc í t i c a .  
 
Al teñir el mutante end4 Δ con calco f l ú o r , se obser v a una deslo c a l i z a c i ó n de quiti n a en 
forma de parch e s por toda la pared celul a r ( Figura 28A). E l mutant e tlg1 Δ ( H o l t h u i s et al., 
1998) , afect a d o en el recic l a j e endoc í t i c o , ta mb i é n prese n t a estos mismo s fenot i p o s de 
reten c i ó n de Chs3p en la MP  y quitin a dispe r s a por la pared . Por lo que podem o s relac i o n a r el 
bloqu e o de endoc i t o s i s de Chs3p con una redis t r i b u c i ó n de la síntesi s de quiti n a .   
 
En el mutan t e doble end4 Δ chs4 Δ , C hs 3 p - G F P tambi é n queda reten i d a en la MP, 
indic a n d o que Chs3p alcan z a la MP inclu s o en ausen c i a de Chs4p . Sin embar g o , se manti e n e 
en un estado inact i v o , ya que no se produce la síntesis de quitina (Figura 28A) . Por tanto , se 
puede conclu i r que Chs4p partic i p a en la estab i l i z a c i ó n de Chs3p en la MP siend o un requi s i to 
neces a r i o , pero no sufici e n t e , para la acti v a c i ó n de la QSIII.  
 
F i g u ra  29 .  An á l i s i s 
c u a n t i t a t i v o  d e  l a 
endocitosis de Chs3p y 
Chs4 p . L o c a l i z a c i ó n d e 
Chs3p-GFP y Chs4p-GFP en 
una cepa silve st r e y en un 
muta nt e end4 Δ. La líne a 
blan ca señal a el eje a lo larg o 
d e l  c u a l  s e  m i d i ó  l a 
inte n si d a d de fluo r e sc e nc i a. 
L o s  d a t o s  n u m é r i c o s 
r e p r e s e n t a n l a i n t e n s i d a d 
relat i v a entre la regi ó n de la 
MP y del septo. El fondo 
genétic o utiliza d o fue el 
B Y 4 7 4 1 : W T y end4 Δ 
( Y 1 1 9 6 9 ) , transfo r m a d o s con 
p R S 3 1 5 - C H S 3 - G F P  y 
pRS315- C HS4-GFP. 
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Como ya se ha mencio n a d o anter i o rm e n t e ,  tanto Chs4p - G F P como Chs3p - G F P se 
local i z a n a lo largo de la MP en un mutan t e end4 Δ. Para ver si era nece sari a la presenci a de 
Chs4p para activa r la QSIII en las pared e s later a l e s , utili z a mo s la trunca c i ó n Chs4p - Δ 5 9 0 . Se 
trans f o r mó el mutan t e doble end4 Δ chs4 Δ con un plásmi d o que conte n í a la const r u c c i ó n 
Chs4 p - G F P o Chs4p - Δ 5 9 0 - G F P . En el mut an t e end4 Δ, la trunc a c i ó n Chs4p - Δ 5 9 0 - GF P , 
presen t a la mis ma loc ali z a ci ó n que en una cepa silv e st r e , sólo se ve en la zona del septo y no 
se dete ct a a lo largo de la MP ( Figura 30) . Sin emb ar g o al teñir con calco f l ú o r , se obser v a n los 
parche s de qu itin a típico s del mutant e si mp l e end4 Δ . Por tanto, es eviden t e que la presen c i a de 
Chs4p por toda la membra n a no es esen ci a l para la  sí ntes i s de quitin a latera l y, aparen t e m e n t e , 
Chs3p, tras su inserc i ó n en el cuello , per man ec e activa incluso en ausencia de Chs4p. Se 
obtuv o el mismo resul t a d o utili z a n d o Latru n c u l i n a A para bloquea r la endocit o s i s (ver más 
adelan t e ) .  
 
1. 3 . 2 Bloqueo de endocitosis: Latrunculina A 
 
Ya que el mu tante end4 Δ chs4 Δ present a graves defe ct o s tanto en morfol o g í a como en 
creci m i e n t o , es posibl e que los fenoti p o s obser v a d o s se debie r a n a un efect o pleio t r ó p i c o . Po r 
tanto , decid imo s usar la Latru n c u l i na A, que es una drog a que despo l ime r i z a la actin a 
prov o c a n do un efect o in me d i a t o en el bloqu e o de la endoc i t o s i s . La cepa silve s t r e y el mutan t e 
chs4 Δ conten i e n d o amb o s el plásm i d o Ypcla c 1 1 1 - C HS3 -GF P , fuero n trata d o s con 
concen t r a c i o n e s cr ecie n t e s de Latrun c u l i n a A (15 μM - 1 0 0 μM ) . Tras  15 minut o s de incub a c i ó n 
Figura 30. Localización de Chs4p- Δ 590-GFP en ausencia de endocitosis. L oc al i za c i ó n de Chs4p-GFP 
y Chs4p- Δ 590-GFP en una cepa mutante end4 Δ . Tinció n con calcofl ú o r de la cepa end4 Δ chs4 Δ 
(CRM927) transfor m a d a con pRS315- CHS4  y pRS315- CHS4 Δ 5 9 0 . L a localiza c i ó n de Chs4p- Δ 59 0 - G F P 
no se ve alterad a  en el muta n te end4 Δ c o n respect o a un WT. Las célul a s se incu bar o n a 25ºC .  
Resultados 
87  
 con la droga , Chs3p se local i z a b a a lo largo de  toda MP con cierta acu mu la c i ó n a nivel del 
cuello , siend o esta distri b u c i ó n idént i c a en el mutant e chs4 Δ y en el silvest r e ( Figura 31A) . El 
mismo trata m i e n t o sobre el mutan t e chs6 Δ , no alter a de la loc al i z a c i ó n de Chs3p - G F P , que 
Figura 31. Síntesis de quitina y localización de Chs3p-GFP tras el tratamiento con Latrunculina A. (A)  
L o c al i za c i ó n de Chs3p - G F P en las cepa s indica da s tras un tratam i e n t o con 60 μ M de Latrunc u l i na A duran t e una 
hora. (B) Tinción con calcofl ú o r de una cepa silves t r e y un mutant e chs4 Δ tras un tratam i e n t o de una hora con 60
μ M de Lat.A. (C) Local i za ci ó n de Ch s3p-G F P tras un tratami e n t o con 15 μ M de LatA durant e 15 minuto s . 
Obsér v e s e que la inte n s i d a d de fluor e s c e nc i a no es unifo r me a lo largo de toda la MP. Las cepas utiliz a da s son 
derivadas del W303, chs3 Δ (CRM103),  chs3 Δchs4 Δ (CRM892) y chs3 Δchs6 Δ (CRM1077), transformadas con el 
plásmido Ycplac111-CHS3-GFP.   
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 per mane c e reteni d a en el TGN.  
 
De la mis m a forma que sucedía en los mutantes end4 Δ , el trata mi e n t o con 
Latru n c u l i n a A deslo c a l i za Chs3p por toda la MP y produc e una redis t r i b u c i ó n de quiti n a , en 
forma de parch e s , por las pared e s late ra l e s . Y al igual que ocurría en el end4 Δ chs4 Δ , est a 
sínte s i s depen d e de Chs4p (Figura 31B) , ya que no se produ c e en el mutan t e chs4 Δ. 
 
Experi m e n t o s con bajas co nce n t r a c i o n e s de Latru n c u l i n a A (15 μM ) y tiemp o s cort o s 
aport a r o n infor m a c i ó n adici o n a l . En la cepa s ilve s t r e , a los 15 minut o s de incub a c i ó n con la 
droga , se puede ver clara m e n t e un gradi e n t e de distr i b u c i ó n de Chs3p - G F P , que co mie n z a en 
el cuello y se va extendi e n d o por las paredes later al e s ( Figura 31C) . Ade má s, práct i ca men t e 
ningu n a célul a prese n t a b a tinci ó n en la yema h ija (<2.5 % n=64) . Sin embar g o , el aspec t o del 
mut an t e chs4 Δ era algo difere n t e , ya que se dete ct a b a Chs3p- G F P en la MP de bastan t e s 
yemas (21.7 ± 5.9 n=94) . Esto indic a que en au senc i a de Chs4p la difusi ó n comie n z a desde la 
célula hija. Este result a d o no es sorpre n d e n t e si tenemo s en cuenta que en el mut ante chs4 Δ , 
Chs3p no se puede ancla r al anill o de septi n a s y su trans p o r t e polar i z a d o la lleva r í a hasta la 
yema. A tie mp o s largo s de incub a c i ó n Chs3p - G F P prese n t a la mis ma distr i b u c i ó n unifo r m e 
tanto en el silves t r e co mo en el mutant e chs4 Δ . 
 
Para descar t a r que la desl oc a l i z a c i ó n de al guna de las proteí n a s de la maquin a r i a del 
septo, fuera la respon s a b l e de la desloc a l i z a c i ó n de Chs3p - G F P , deter mi n a mo s la local i z a ci ó n 
de Bni4p - Y F P y la septi n a Cdc3- G F P . Tras el trata mi e n t o con Latru n c u l i n a A (15 μM ) ,  ambas 
proteína s se mantiene n co rrecta me n t e localiza d a s en  la zona del sept o , in cl u s o a tiemp o s larg o s 
de incub a c i ó n (70 min.) (Dat o s no mostr a d o s ) . 
 
Todos estos datos demu e s t r a n que Chs3p se in sert a en la MP en ausenc i a de Chs4p, 
pero es rápid a men t e endoc i t a d a . Al blo qu e a r el  proce s o de endoc i t o s i s , Chs3p ya sea activ a o 
inacti v a , se redist r i b u y e por la MP des d e la zona de inser c i ó n en el cuello . El interc a mb i o 
cont i n u o de Chs3 p , medi a n t e un equil i b r i o diná mi c o entre el trans p o r t e anter ó g r a d o y la 
endoc i t o s i s , es el respo n s a b l e de su corre c t a local i z a c i ó n en el septo .  
 
1. 3 . 3 Asociación de Chs3p a “Lipid Rafts” 
 
Cuando se anali z a n deten i d a men t e las imáge n e s de Chs3p - G F P reten i d a en MP, tras 
un trata mi e n t o con Latruncu l i n a A o en el mutan t e end4 Δ , se obser v a un patró n que podrí a 
pasar desap e r ci b i d o a primer a vist a ; Chs3p par ec e estar agr eg a d a en peque ñ o s punto s en la 
MP. Este fenot i p o es más evide n t e cuand o se reali z a una inmun o f l u o r e s c e n c i a de Chs3p - 3 x HA 
tras el trata mi e n t o con Latru n c u l i n a A ( Figura 32) , ya que al fijar las célu l a s con form a l d e h í d o 
se evita la difusi ó n consta n t e de Chs3p- G F P en las célula s in vivo . 
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Genera l me n t e, cuand o una prote í n a de me mb r an a pr es e n t a un pat ró n punt e a d o , es que 
se encuen t r a asoci a d a a microd o mi n i o s de membra n a denom i n a d o s Lipid Rafts . Esto s 
domini o s de membra n a se cara ct e r i z an por ser resist e n t e s a deterg e n t e s y presen t a r una 
ordena c i ó n lipídi c a más establ e . Las proteí n a s asocia d a s a est os domini o s partic i p a n en 
mu cha s funci o n e s co mo son la señal i z a c i ó n celul a r , tráfi c o de moléc u l a s , polar i d a d , etc.. . E n 
alguno s casos la asoci a c i ó n de una proteí n a a est os do min i o s puede deter mi n a r su funci ó n 
(Alvar e z et al., 2007). 
 
Para ver si Chs3p está aso ciad a a ellos, se trataro n las muestr a s de un silvest r e y de un 
mut an t e end4 Δ con Tritón x-100 en frío y se centr i f u g a r o n en un gradi e n t e de Optip r e p . En 
ningún caso se detect ó asocia c i ó n de Chs3p- 3 x H A a Lipid Rafts (Ver más adelan t e , Figura 
41) .  P o r tanto , Chs3p no se encue n t r a en estos micro d o mi n i o s , ni siqui er a cuand o queda 
total m e n t e ret en i d a en la MP, como suce de en el muta nt e end4 Δ . 
 
1. 3 . 4 Caracterización de los mutantes end4Δ 
 
Para segui r carac t e r i z a n d o la activ i d a d  QSIII en condi c i o n e s de bloqu e o de 
endoci t o s i s , decidi mo s utiliz a r los mutan t e s end4 Δ . A pesar de que estos mutant e s mostr ab a n 
defec t o s fenot í p i c o s , alguno s de los exper i men t o s plant e a d o s reque r í a n una gran canti d a d de 
célul a s y sería n inabo r d a b le s media n t e el uso de  Latrun c u l i n a A debido a su coste econó mi c o . 
 
En primer lugar, valora mo s la cantid a d de quitin a en las difere n t e s cepas end4 Δ . Co mo 
se puede ver en la Figura 33A, e l muta nt e end4 Δ  contiene hasta tres vece s más cantidad de 
quiti n a que un silve s t r e . Curio s a me n t e , los mutan t e s doble s end4 Δ chs3 Δ y end4 Δ chs4 Δ , 
presen t a n tamb i én más quitin a que la cepa silves t r e , pero sin llegar a los nivele s del end4 Δ . Ya 
que es evide n t e que el doble end4 Δ chs3 Δ no presen t a activi d a d QSIII, es co mp re n s i b l e 
atrib u i r este au men t o de quiti n a a la activ i d a d QSII, ya que su inact i v a c i ó n ocurr e media n t e 
endoc i t o s i s (Chua n g & Schek m a n , 1996) . 
F i g ura  32 .  Inm un o -
fluorescencia indirecta de 
Chs3p-3xHA con LatA. 
L o c a l i z a c i ó n de Chs3p- 3 x H A 
m e d i a n t e 
i n m u n o f l u o r e s c e n c i a 
i n d i r e c t a  e n u n a  c e p a 
silv e s t r e y un muta n te chs4 Δ 
t r a s un tratami e n t o de 45 
minutos con Lat.A 15 μ M. 
O b s é r v e s e  q u e  l a 
fl u o re s c e n c i a pr e s e nt a un 
patrón punteado visiblem e n t e 
má s ní t i d o en la ce p a 
silves t r e. 
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Este result a d o , a prime ra vista, parece contra d i c t o r i o con la imá g en e s obteni d a s de la 
tinci ó n con calco f l ú o r donde las cepas end4 Δ chs3 Δ y end4 Δ chs4 Δ presen t a n menos 
fluore s c e n c i a que una cepa silves t r e ( Figura 28) . Sin emba r g o , desc o n o c e mo s la afin i d a d del 
calcof l ú o r por la quitin a sintet i z a d a cada ac tiv i d a d QS así co mo su modo de acció n . De 
acuer d o con la canti d a d de quiti n a , en un ensay o de resist e n c i a a calcof l ú o r se observ ó que el 
mut ante si mp le end4 Δ era más sensibl e que la cepa si lvest r e . Sin emb argo , los dobles mutante s 
end4 Δ chs3 Δ y end4 Δ chs4 Δ , con más conte n i d o en quiti n a que un silve s t r e , son más resi s t e n t e 
que éste (Dat os no mostra d o s ) . Lo que indica que el calcofl ú o r afecta más a las cepas con 
quitin a sinte t i z a d a por la activi d a d QSIII , sugi r i e n d o una menor inter a c c i ó n del calco f l ú o r con 
la quiti n a forma d a por la QSII. Esto expli c a la pobre tinci ó n de los mutan t e s doble s . 
 
Para conti n u a r con la carac t e r i z a c i ó n de estos mut antes deter mi n a mo s la act ivida d 
QSIII in vitro de las cepas end4 Δ . La activ i d a d se midió sin trips i n a y añadi e n d o níque l y 
cobalt o a la reacci ó n para inhibi r las activi d a d e s QSI y QSII. De acuerd o con la cantid a d de 
quitin a , el mutant e end4 Δ presen t a b a una activ i d a d QSIII tres veces super i o r a la de una cepa 
silvestr e ( Figura 33C) . Sorpre n d e n t e m e n t e , la cepa end4 Δ chs4 Δ presen t a b a una incre me n t o 
signi f i c a t i v o de la QSIII in vitro . Esta activa c i ó n se debía exclus i v a m e n t e a la activi d a d QSIII, 
ya que el control end4 Δ chs3 Δ no mostr ab a activ i d a d QSIII . Por tanto la activ i d a d QSIII en el 
mut an t e end4 Δ chs4 Δ  par ece ina ctiv a in vivo , ya que no sinte t i z a quiti n a , pero sí que prese n t a 
una cierta act ivi d a d in vitro .  
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Figura 33. Análisis de la actividad enzimática de Chs3p en 
los mutantes end4 Δ . ( A ) Valora c i ó n del conte ni d o en quiti n a 
de las cepa s indi c a da s. Las unida d e s se expre san en nM de 
NAcGln/100mg de céls. El porcen t a j e está refe rid o con 
respe c t o la cepa silve st r e. (B) Pará me t r o s ciné t ic o s de la 
activida d QSIII en las cepas i ndica da s , . Los valore s de la 
Vmáx se expresan nmoles de NAcGln incorporados por hora y 
por mg de prot eína, y los de la  Km en nmoles de de NAcGln. 
(C) Activida d QSIII específ i c a (mU) sobre extract o s de 
membran a de las cepas indicada s . Los valores repres e n t a d o s 
en A, B y C corresponden a la media de tres exper i m e n t o s 
indep e n di e n te s . Las cepas utiliz a da s son deriv a da s del 
BY4741, chs3 Δ (CRM924),  end4 Δ (Y11969), chs3 Δ end4 Δ 
(CRM926) y chs4 Δ end4 Δ (CRM92 7 ) . 
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 Para prof u n d i z a r , a nivel enzi mát i c o , en las carac t e r í s t i c a s de la activ i d a d QSIII en 
estos mutant e s, deter mi n a mo s los pará me t r o s cinéti c o s (Km y Vmáx). En el mut ant e chs4 Δ se 
detecta n valores inferio r e s de la Vmáx c on respec t o a un silves t r e , lo que indica un a 
dismi n u c i ó n en la veloc i d a d de proce s a m i e n t o del sustr a t o ( Figura 33B) . Esto se habí a 
asoci a d o con el defe c t o en activ i d a d QSI II en el muta n t e chs4 Δ (Tril l a et al., 1997 ) , pero ahor a 
hay que tener en cuenta que en este mut ant e Chs 3p no se loc ali z a en la MP sin o en vesícu l a s 
intrac e l u l a r e s . En los mutante s end4 Δ y end4 Δ chs4 Δ se incre me n t a la Vmáx, lo que 
signif i c a r í a un proces a mi e n t o rápid o del sustra t o , siemp r e que vay a acomp a ñ a d o de una Km 
(afini d a d por el sustr at o ) adecu a d a . Esto sí ocurre en el end4 Δ , que present a una Km muy 
pareci d a a la del silves t r e . Sin em ba r g o , el valo r de la Km en end4 Δ chs4 Δ es práctica me n t e el 
doble , lo que indic a en una menor afini d a d por el sustr a t o . Esto sugie r e que el centr o catal í t i c o 
de la enzi ma en est e mut ante est á alterad o , lo que  expli c a r í a la falta de  funci o n a l i d a d de Chs3p 
aunqu e quede reten i d a en la MP. Por lo tant o , todo apunt a a que Chs4p de algun a forma 
modif i c a el centr o catal í t i c o de la enzim a hacié n d o l a funci o n a l . 
 
En base a estos resul t a d o s podemo s decir que Chs4p no sólo parti c i p a en el corre c t o 
recic l a j e end o c í t i c o de Chs3p , sino que ademá s regul a el estad o catal í t i c o de la QSIII media n t e 
la modif i c a c i ó n su centr o catal í t i c o , ya sea de for ma direc t a o indire c t a .  
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 2 . REGULACIÓN DE LA ACTI VIDAD QSIII EN CONJUGACIÓN 
 
Hemo s demo s t r a d o que Chs4 p promu e v e la tr ans l o c a c i ó n de Chs3p en la MP a parti r 
de vesícula s intracel u l a r e s , en una forma estable  y enzi máti c a me n t e activa. Este proceso est á 
regula d o median t e un equili b r i o entre el trans p o r t e anter ó g r a d o de Chs3p y su endoc i to s i s , 
respon s a b l e ade más de su correc t a loc al i z a c i ó n en el cuell o . Por tanto , decid i mo s anali z a r otra 
etapa del cic lo de vida de la levadu r a en la que existi e r a una reestr u c t u r a ci ó n de toda la 
maquin a r i a de secr ec i ó n . Esto ocurre duran t e el proces o de conjug a c i ó n , en el cual se da un 
camb io morfol ó g i c o , el paso de célula vegeta t i v a a shmoo , debid o a una hiper p o l a r i z a c i ó n del 
transp o r t e intrac e l u l a r . 
 
 
Durante el proces o de conjug a c i ó n la quitin a se distrib u y e en forma de banda difusa en 
la base de la proy ección ( Figura 34) . El conteni d o en quitina aument a hasta 3 veces y esto 
parece estar relac i o n a d o con un incre me n t o de los nivele s de Chs3p. Sin embarg o , se 
descon o c e co mo se regula la activa c i ó n de la QS II I , aunq u e de forma simi l a r a lo que ocur r e 
en veget a t i v o, se ha demo s t r a d o que depen d e de Chs7 p , Chs5 p y Chs4p , aunq u e no de Chs6 p. 
 
 
Figura 34. Localización de la quitina y distintas pr oteínas del septo en vegetativo y en conjugación. T i nc i ó n 
con calcofl ú o r y localiz a c i ó n de Cd c3p-GFP, Chs3p-GFP y Chs4-GFP medi a n t e fluor e s c e nc i a direc t a y Cdc11p 
median t e inmuno f l u o r e s c e nc i a indirecta, tanto en fase vege tat i v a (Fila superi or ) como en conj ugación (Fila 
inferi o r ). La inducc i ó n del proc es o de conjug a c i ó n se realiz ó median t e la adició n de 200 ng/ml de factor α un 
culti v o en fase logar í t mi ca y se incub ó duran te 3 horas . Las cepas utiliz a da s son deri v a da s del 15Dau b . En el 
caso del Chs3p-GFP y Chs4p-GFP las proteína s se e xpresaron desde un plásmido centromérico en cepas 
delec i o n a da s del gen de interé s , de ta l forma que la única copia funci o n a l en la cepa es la marca da con la GFP. 
En el caso del Cdc3-GF P se man t uvo la copia silves t r e del ge n. La flecha indica la di sposi c i ó n en barras para le l a s 
carac te rístic a de las septin a s durant e la conjuga c i ó n .  
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 2.1 Localización de quitina y proteínas de la maquinaria del 
septo 
P a r a deter mi n a r la locali z a c i ó n de Chs3p y Chs4p , y en gener a l para todos los 
expe r i men t o s de conj u g a c i ó n , se usar o n cepa s de tipo sexu a l a dele c i o n a d a s en el gen BAR1 , la 
protea s a que degrad a el factor α, y se incub a r o n duran t e 2.5 horas con facto r α. En 
conjug a c i ó n , a difere n c i a de lo que ocurr e en veget a t i v o , la di str i b u c i ó n de quiti n a no coinc i d e 
co mp l e t a m e n t e con el comp l e j o QSIII ( Figura 34) . Mient r a s que Chs3 p y Chs4p se 
distri b u y en polar i z a d a m e n t e a lo largo de la MP  de la proy ec c i ó n , la distri b u c i ó n de la quitin a 
está restring i d a a la base del shmoo , la mis ma locali z a c i ó n que presen t a n las septin a s Cdc11p y 
Cdc3p (Ford & Pring l e , 1991; Kim et al., 1991) . Es un dato llama t i v o si tenemo s en cuent a 
que, en veget a t i v o , Chs3p y Chs4p colo c a l i z a n con la quiti n a , y a su vez co n las septi n a s . 
Co mo las sep tinas y la quitina colocalizan en c onju g ac i ó n , podrí a ser que el co mpl e j o QSIII se 
ancle a las septina s , tal co mo ocurre en vegeta t i v o , y que este anc la j e fuera el respo n s a b l e de 
su estad o func i o n a l . Sin emba r g o , dete r mi n a d o s dato s expe r i me n t a l e s obte n i d o s en nuest r o 
labora t o r i o contra d i c e n esta hipóte s i s (ver más adel an t e ) . 
 
A difer e n c i a de lo que ocurr e en vege t a t i v o , Chs3p se manti e n e corre c t a me n t e 
locali z a d a en la MP de la proy ec c i ó n inclus o en ausenc i a de Chs4p ( Figura 35) . Aun así, sigue 
Figura 35. Localización de Chs3p-GFP en vegeta tivo y en conjugación en ausencia de Chs4p. L o ca l iz ac i ó n 
de Chs3p - G FP medi a n t e micr o sc o p í a de fluore sc e n ci a en fase veget a t i va (Fila super i o r ) y durant e conj u g a c i ó n 
(Fil a infe r i o r ), en una cepa silvest r e y en un muta n t e chs4 Δ . Obsérvese que mientras que la deleción de CHS4 e n 
veget a t i v o causa la compl e t a deslo c al i z a c i ó n de Chs3p-GF P , en conjug a c i ón, esta prot e í n a se manti e n e 
corre c t a m e n t e local i z a da .  La inducción del proceso de conj ugación se  realizó mediante la adici ó n de 200ng/ m l de 
fact o r α un cult iv o en fase loga r ít mi c a y se incu bó dura nt e 3 horas. Las cepa s utiliz a d a s fuer o n las deri v a da s de l 
15Daub expresando Chs3p-GFP desde un plásmido centromérico en las cepas chs3 Δ (CRM504)   y  chs3 Δ chs4 Δ 
(CRM1199)  .  
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 depen d i e n d o de Chs4 p para ser ca ta l í t i c a me n t e acti v a , ya que los shmoos del mutant e chs4 Δ no 
sinte t i z a n quiti n a . En conju g a c i ó n , Chs3p se acu mu l ar í a en la MP tanto en est ad o activ o como 
inact i v o , una situa c i ó n difer e n t e a la que encon t r a mo s en veget a t i v o y que parec e indic a r que 
el recic l a d o endoc í t i c o de Chs3p es difer e n t e . Po r tanto , en conju g a c i ó n , la regul a c i ó n de la 
QSIII presen t a una serie de caract e r í s t i c a s distin t a s a las de vegeta t i v o . 
 
2.2 Transporte anterógrado y endocitosis 
 
La locali z a c i ó n de Chs3p durant e el proces o de conjug a c i ó n sugier e que el turnover 
endoc í t i c o de Chs3p está alter a d o . Esta altera c i ó n podrí a ser la co nsec u e n c i a de un transp o r t e 
anteró g r a d o y una endoci t o s i s car act e r í st i c o s duran t e el proce s o de conju g a c i ó n . 
 
En las célula s, el transp o r t e de proteí n a s est á dirigi d o hacia las zonas de crec i mi e n t o 
activ o y viene deter m i n a d o por la disposi c i ó n de los cables de acti n a . En vegeta t i v o , los cable s 
se dirigen hacia la yema hija en creci mi e n t o o hacia la zona del cuello tras la deposici ó n del 
septo (Amb e r g , 1998) , y duran t e el proce s o de  conju g a c i ó n los cable s se ori en t a n hacia la 
Figura 36. Transporte anterógrado y endoci tosis durante el proceso de conjugación. ( A ) Tinci ó n de actina 
de una cepa silvestre a lo largo de t odo el ciclo celular duran t e el proces o vegeta t i v o,  y durante la fase de 
conju g a c i ó n (regi ó n centr a l ) . (B) Tinci ó n con FM4-64 tal como se describe en Materia l e s y Métodos , de una cep a 
silvest r e durant e el estado vege ta t i v o (part e super i o r ) y durant e el proces o sexual (parte infe ri o r ). La inducci ó n 
del proceso de conjugación se  rea l iz ó medi a nte la adic ión de 200ng/ml de factor α un culti v o en fase loga rí t mi c a 
y se incub ó duran t e 3 horas. El fondo genét i c o utili z a d o fue el 15Dau b .  
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 punta de la proy ec c i ó n ( Figura 36A)  (Hasek et al., 1987) . El proce s o de endoc i t o s i s , por su 
parte, se det ecta mediante la internal i z a c i ó n acti v a del FM4-6 4 , un compu e s t o lipo f í l i c o 
fluore s c e n t e . Este fluoro c r o mo se detect a , en un primer mo ment o , en la MP y se va 
trans p o r t a n d o por la ruta endoc í t i c a hasta acaba r fin al me n t e en la vacu o l a . En vege t a t i v o , la 
tinci ó n con FM4- 6 4 es unifo r me por toda la MP  de la célul a , pero en conju g a c i ó n la 
endoci t o s i s activ a se detect a única men t e en la punta ( Figura 36B)   (Valdez-T a u b a s & Pelham, 
2003) . Todo indic a que, duran t e el proce s o sexua l , la fuert e secr e c i ó n polar i z a d a hacia una 
zona muy concreta de la célula, se co ntrarrest a co n una endoc it o s i s tamb i é n polar i z a d a . Sin 
embar g o , la local i z a c i ó n de Chs3p sugie r e que esta proteí n a escapa a la regulaci ó n endocí t ic a 
difun d i é n d o se por la MP de la proy e c c i ó n . 
 
2 .3 Transporte polarizado de Chs3p y Chs4p 
 
Si esta hipóte s i s fuera ciert a , el transp o r t e de Chs3p debe ser polari z a d o hacia la punta 
del shmoo y difundi r a partir esa regi ón . Por tanto, se transf o r mó una cepa chs3 Δ con un 
plás mi d o que expre s a b a C HS3-GFP  bajo el cont r o l del promo t o r indu c i b l e GAL1 . Tras dos 
horas de induc c i ó n con facto r α en un medio con rafin o s a , se añadi ó galac t o s a y se co men z ó a 
detect a r la señal de fluor e s c e n c i a . En los prime r o s mo men t o s de induc c i ó n , Chs3p - G F P se 
local i z a en la punta de la proy e c c i ó n , y gradua l m e n t e co mie n z a a difun d i r por el resto de la 
MP de la proy ecci ó n . Tras toda la noche de in cubac i ó n en un med io con galacto s a , Chs3p- G F P 
se encuent r a única men t e en la MP de la proy ecc i ó n y no difunde hacia el resto de la célula, a 
pesar de ser un promot o r de fuerte expres i ó n . Por tanto, el transp o r t e de Chs3p está polari z a d o 
hacia la punta y no difun d e por el resto de la  perif e r i a celul a r (Resu l t a d o s no mostr a d o s ) . 
 
Figura 37. Inducción de la expresión de CHS4  durante el proceso de conjugación . ( A ) Local i za c i ó n de 
Chs4p-G F P tras la inducci ó n del promoto r c on galact o s a . Se añad i ó 200ng/ m l de facto r α un culti v o en fase 
logarí t m i c a , tras una incuba c i ó n de 2 horas, se añadi ó galac t o sa al 1% de concentr a c i ó n fina l. Los números 
indic a n el tiempo trans c u r r i d o desde la induc c i ón con galac t o sa . (B)  Igual que  en A pero en este caso el cultivo 
fue incuba d o con Calco fl ú o r una hora antes de toma r las imág e n es. Las cepa s util iz a d a s fuer o n chs4 Δ (CRM237) 
derivada del 15Daub transfo r m a d a s con pRS314- p GAL1 - C HS4-GFP y  pRS314-p GAL1 - C HS4, r e spe c ti v a me n t e .  
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 Este mis mo ensay o con Chs4p-G F P , indicó que esta proteín a tamb i én se polariz a hacia 
la punta del shmoo . Como sabemo s que Chs3p depend e de Chs4p para ser activ a d a , decid i m o s 
induc i r la expre s i ó n de p GAL1 - C HS4  después de 2 horas de incubaci ó n con factor α, y a 
conti n u a c i ó n detec t a r la sí nte s i s de quiti n a media n t e tinci ó n con calco f l ú o r . A los 45 minut o s 
de induc c i ó n con galac t o s a , Chs4p - G F P sólo se detec t a en el extre mo de la proy e c c i ó n y está 
ausente de la base del shmoo ( Figura 37A) . Sin emb ar g o , la tinci ó n con calco f l ú o r a los 30 
minuto s de inducc i ó n , indic a que la quitina sólo se localiz a en la base ( Figura 37B) . Este 
resul t a d o sugie r e que aunqu e Chs4p activ e vi rtu a l m e n t e a Chs3p en la punta del shmoo , la 
síntes i s masi va de quitin a , la cual detect a mo s  con calco f l ú o r , no ocurr e hasta que la QSIII 
acti v a d a se acumu l a en este punto . 
 
2.4 Bloqueo de endocitosis durante la conjugación 
 
Como ya hemo s visto , el bloqu e o de la endoc i t o s i s en veget a t i v o provo c a una difus i ón 
casi in mediat a de Chs3p. Para deter mi n a r si  se produ c í a el mismo efect o en conju g a c i ó n , 
trata mo s los shmoos con Latru n c u l i n a A. La incub a c i ó n dura n t e 15 minut o s con Latru n c u l in a 
A (15 μM ) apenas alter ab a la distri b u c i ó n polari z a d a de Chs3p - G F P en la MP de la proy e c c i ó n 
( Figura 38A) , mien t r a s que el mism o trat a mi e n t o en veget a t i v o tiene un efect o drást i c o en la 
local i z a c i ó n de Chs3p - G F P ( Figura 31C) . A los 45 minut o s de incub a c i ó n con la droga , 
Chs3p todaví a se mantien e polari z a d a , pero se empiez a a acu mu la r Chs3p-G F P en la punta del 
shmoo , fenóm e n o que se asoci a con una de pos i c i ó n de quiti n a en esa regió n ( Figura 38B)  y 
que se acent ú a con el tiemp o . Este dato indic a que  mi ent r a s que el bloqu e o de la endoc i t o s i s es 
inmed i a t o , el trans p o r t e polar i z a d o conti n ú a duran t e ciert o tie mp o . La acu mu l a c i ó n de Chs3p 
en la punta no es esp ec í f i c a , sino que tamb i é n oc ur r e con otras prot e í n a s de trans p o r t e 
polar i z a d o como son Fus1p - G F P , prote í n a impli c a d a en la fusió n de los shmoos, y Bud6 p -
G F P , marc a d o r de pola r i d ad . La tinc i ó n con FM 4- 6 4 conf i r m a el bloq u e o de la endoci t o s i s tras 
el trata m i e n t o con Latru n c u l i n a A, ya que en v ez de acu mu l a r s e en la punta , tiñe toda la MP 
del shmoo (Dato no mostr a d o ) . Fue impos i b l e corro b o r a r estos datos usand o la cepa end4 Δ , 
porqu e este mutan t e no respo n d e apropi a d a me n t e al trat a mi e n t o con la fero mo n a . 
 
Por lo tanto , el bloqu e o de la endoc i t o s i s en conju g a c i ó n apena s alter a la local i z a c i ó n 
de Chs3p , lo que sugie r e que el turnover endocí t i c o de Chs3p duran t e la co nju g a c i ó n está 
reduci d o y por consig u i en t e , no es esenci a l a la hora de mante n e r a Chs3p correc t a me n t e 
polar i z a d a . 
 
Cuan d o el mi smo trat a mi e n t o con Latr u n c u l i n a A se reali z a en el mutan t e chs4 Δ , no se 
obser v a una acu mu l a c i ó n de Chs3p - G F P en la punta del shmoo . Aunqu e la inter p r e t a c i ó n de 
este result a d o no es fácil , sí que es un indici o más de que Chs 4p inter a c c i o n a con Chs3p , 
modul a n d o su estab i l i d a d y/o su recic l a j e endoc í t i c o . 
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2 .5 En conjugación, la localizaci ón de quitina es independiente 
de septinas 
 
Durant e el creci mi e n t o veget a t i v o , la dis po s i c i ó n de quiti n a depe n d e de un anill o de 
septin a s corr ec t a me n t e lo cali z a d o y ensa mb l a d o (Sch mi d t et al., 2003), al que se uniría la 
QSIII a travé s de Bni4p (DeM a r i n i et al., 1997) . En conju g a c i ó n , la local i z a c i ó n de quiti n a no 
coinc i d e total m e n t e con el co mp l e j o Chs3p / C h s 4 p ,  pero sí con las sept i n a s , que se dispo n e n en 
barras paral e l a s en la bas e de la proyecc i ó n . Esta colocal i z a c i ó n parecer í a indicar que el 
co mp lej o QS III se ancl a tamb i én a las septina s dur an t e el proces o de conjug a c i ó n . Esta unión 
podrí a ser la respon s a b l e de activa c i ó n , y por tant o , de la depo s i c i ó n de quiti na en forma de 
banda difus a . 
 
Co mo Bni4p es la proteí n a respo n s a b l e del an claj e de Chs3/4 p al anillo de septin a s en 
vegetat i v o , proced i mo s a analiza r su  papel en conju g a c i ó n . El mutan t e bni4 Δ no prese n t a 
ningú n defec t o en conju g a c i ó n , ni en la locali z a c i ó n de quitin a durant e este proces o ( Figura 
39B) . Por otra parte , el patró n de local i z a c i ó n que presen t a esta proteí n a parece aleato r i o , 
obser v á n d o s e vario s acúmu l o s a lo largo toda la  proy ección, y que ade má s varía de célula a 
célula ( Figura 39A) . 
Figura 38. Distribución de Chs3p-GF P tras el bloqueo en endocitosis durante conjugación.                                 
(A) Localización de Chs3p-GFP, Bud6-GFP y Fus1-GFP en  conju g a c i ó n tras un trata m i e nt o con Latru nc u l i na A 
(15 μ M) a los tiempos indicados o con DM SO como control. Para inducir la  conjuga c i ó n se añadi ó 200ng / m l de 
fact o r α a un cultivo en fase logarít m i c a y se incubó dur ante 2 horas. Obsérvese que Chs3p-GFP se sigue 
manteniendo polarizada en la proy ecci ón sexual hasta los 40 min. de inc uba c i ó n con LatA. (B) Igual que en A 
pero en este caso se incub ó durant e 30 minut o s con LatA (15 μ M ) y posterio r m e n t e se añadió calcoflú o r al cultiv o 
y se incub ó durant e 60 minut o s más. Las flecha s indi c a n los acúmul o s tanto de prote í na s como de quiti na en la 
punta del shmoo a tiempos largos de incubación con La tA. Las cepas utilizadas fuer on deriva da s del 15Daub :  
chs3 Δ (CRM504) transformada con pHV7-( CHS3 ) - G FP y  l a cepa silvest r e 15Daub transformada con pRS316-
B U D 6-GFP  y pRS316- F US1-GFP , respec t i va me n t e. Para la tinc i ó n con calc oflú o r se util iz ó la cepa silve st r e 
15Daub sin transfo r m a r .   
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Parec e r í a por tanto , que Bni4p no partici p a en  la local i z a c i ó n de la QSIII duran t e la 
conju g a c i ó n , cuest i o n a n d o la inter a c c i ó n de la QS III con las septin as. Por ello, con la intenc i ó n 
de analizar el papel de éstas en la deposici ó n de quitin a duran t e el proces o de conjug a c i ó n , 
utili z a mo s el mut ant e de ciclin a s cdc28-13 . Cdc28p es una de una de las princi p a l e s quinas a s 
depen d i e n t e de ciclo . El mutan t e cdc28-13  a temp e ratu r a restrict i v a , experime n t a una parada 
en G1, camb i a el patrón de creci m i e n t o y las célula s mu est r a n una morfol o g í a muy polari z a d a , 
que recuerd a a los shmoos . Gracia s a un anális i s ya realiz a d o por la Dra. Henar Valdiv i e s o , 
sabíamo s qu e la quitin a en el mutant e cdc28-13 a 37º C, se localizaba en la base de la 
proy e c c i ó n de la misma forma que  se dispo n e en conju g a c i ó n ( Figura 40) . Ade más , el 
conte n i d o en quiti n a aume n t a b a más de cuatr o v eces. Por tanto, en estas cir cunst a n c i a s parece 
Figura 39. Mutante b ni4 Δ durante el proceso de conjugación . (A) Localización de Bni4p-YFP expresado 
desde un plásmido pRS314 en la cepa derivada del 15Daub bni4 Δ (CRM508 ) . La conjuga c i ó n se indujo tras 2.5 
horas de incuba c i ó n con 200ng/ m l de factor α. Obsé r v e se la dist r i b u c i ó n aleat o ri a que presenta Bni4p-YFP por 
toda la MP de la proy e c c i ó n. (B) Tinci ó n con calco f l ú o r de una cepa bni4 Δ  (CRM508) durante el proceso de 
conjug a c i ó n .  
Figura 40. Distribución de quitina y diversas proteínas en el mutante cdc28-13 a temperatura restrictiva.  
T i n c i ó n con calcof l ú o r (quiti n a ) y localización de Chs3p- GFP, Ch s4p-GFP y Cdc3p-GFP en el muta nte cdc28-13  
tras 3 horas a tempe r a t u r a restri ct i v a (37º ) (Fila infer i o r ) y temperatura permisiva (25º ) (Fila superi or). Obsérvese 
la simil i t u d en la distr i b u ci ó n de quiti n a de un shmoo (Figu r a 34) con respe ct o a este mutan te a 37º C, asimi s mo 
puede observ a r se como en este caso, la  septina Cdc3p-GFP se deslocaliza h acia la punt a de la  proy e c c i ó n. La 
cepa util iz a d a para este ensay o fue el muta nt e cdc28-13 t r a n s f o r m a d o con los plásmid o s corresp o n d i e n t e s .  
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 que se forma n unas células si milar es a shmoos, pero en ausenc i a de fero mo n a . 
 
Chs3p-G F P y Chs4p- G F P se locali za n correc t a me n t e polari z a d a s en la MP de la 
proy ec c i ó n a temp e ra t u r a restri c t i v a de forma muy simil ar a lo que ocurre en conjug a c i ó n . 
Pero sorpre n d e n t e me n t e , en las célula s polar i z a d a s del mutant e cdc28-13 a 37º C, la sept i n a 
cdc3- G F P se local i z a en la punta ( Figura 40) . Para confirma r la des local i z a c i ó n de las septinas 
reali z a m o s una in muno f l u o r e s c e n c i a an ti- c d c 1 1 p , y en est e caso el fenot i p o es mucho más 
drástic o , porque prácti c a m e n t e se pierde la señal  de esta septina a 37º C. Esta cepa no present a 
altera c i ó n en la localiz a ci ó n de estas proteí n a s en vegetat i v o a temp era t u r a per mis i v a , y la 
localiz a c i ó n de las septina s y de Chs3/4p en el  cdc28-13  tras un trata mi e n t o con facto r α a 
25ºC es simi l a r a la de una ce pa silve s t r e (Dat o s no mo str a d o s ) . Por tant o , pode mo s afir ma r 
que en las cél ulas polariz a d a s del muta nte cdc28-13 a temp er a t u r a restri c t i v a , la deposi c i ó n de 
quitin a no depend e de la locali z a c i ó n de las sep ti n a s . Debid o a la gran semeja n z a en la 
local i z a c i ó n y canti d a d de quiti n a , entre las células polari z a d a s de este mutante y los shmoos 
típic o s de conju g a c i ó n , podrí a mo s extr a p o l a r est e resu l t a d o , asumi e n d o que, en conj u g a c i ó n , la 
local i z a c i ó n de quiti n a tambi é n es indep e n d i e n t e de la dispo s i c i ó n de septi n a s . 
 
2.6 Asociación de Chs3p a Lipid Rafts en conjugación 
 
Durant e el proces o de conjug a c i ó n , Chs3p est á polarizada en la MP de la proy ección y 
no difun d e hacia el resto del conto r n o celul a r . Esta locali z a c i ó n se mantie n e incl us o despué s de 
bloqu e a r la endoc i t o s i s o sobre e x p r e s a n d o Chs3p ,   lo que sugie r e la exist e n c i a de algún 
mec an i s mo de reten c i ó n de Chs3p en la MP de la proy ec c i ó n . Ya que la dispos i c i ó n de 
septin a s parec e no afecta r a la local i z a c i ó n de quiti n a , decid i mo s abord a r el estud i o desde el 
punto de vista de la MP. 
 
Se ha descri t o que la MP de la prolo n g a c i ó n es rica en ergos t er o l y presen t a una 
orde n a c i ó n may o r que el rest o de la MP, lo que ha lleva d o a la concl u s i ó n de que en esa regi ó n 
se conce n t r a n los Lipid Rafts (bals a lipíd i c a ) (Jin et al., 2008; Proszy n s k i et al., 2006) . 
 
La prote í n a espec í f i c a de conju g a c i ó n Fus 1p, se mant ie n e correc t a me n t e locali z a d a en 
la punta del shmoo gracia s a su aso cia c i ó n con Lipid Rafts (Bagn a t & Simons , 2002; 
Prosz y n s k i et al., 2006) . Así que anali z a mo s la  asoci a c i ó n de Chs3p a Lipid Rafts duran t e la 
conju g a c i ó n , ya que esto podr í a dete r mi n a r su  local i z a c i ó n polar i z a d a . Ade má s , es posib l e que 
esta asocia c i ó n fuera la respon s a b l e de la altera c i ó n del recicl a j e en docí t i c o de Chs3p. 
 
Co mo se puede ver en la Figura 41A, P ma 1 p , una prot e í n a ya descr i t a co mo asoc i a d a 
a Lipid Rafts, se locali z a en las 3 pri mer a s frac ci o n e s del gradie n t e , denomi n a d a s DR M 
( Detergent Resistant Membranes ) . Pare c e que el trat a mi e n t o con Trit ó n x-100 provo c a que 
Chs3p-3 x H A sea más sens i bl e a las proteas a s celular e s, de tal for ma que la proteín a se degrada 
parci a l me n t e , prese n t á n d o s e co mo dos banda s con disti n t o tama ñ o mole c u l a r . La super i o r 
(~150 KDa) corre s p o n d e a la prote í n a comp l e t a y la infer i o r (~60 KDa) al extre m o C-ter mi n a l . 
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El extre mo N-ter mi n a l cor re r í a co mo una banda  de 75KDa no visible en este western (Dat os 
no mostr a d o s ) . Por tanto , tenie n d o en cuent a ta nto la proteí n a comp l e t a co mo la proces a d a , 
obser v a mo s que aprox i m a d a men t e el 23% de Ch s 3p duran t e el proce s o de conju g a c i ó n se 
encuen t r a asocia d a a Lipid Rafts (fracc i o n e s DRM), un porce n t a j e signi f i c a t i v o ya que en 
veget a t i v o no llega al 5%, inclu s o con el bloqu e o endo c í t i c o en el end4 Δ . Este resul t a d o 
DRM NR DRM NR DRM NR
Vegetati v o Conjug aci ón end4Δ
WT erg6Δ
A
B
170
130
1 0 0
7 0
Vegetativo
C
onjugación
Calc o f lúo r Cont rast e de fas es Contra st e de fasesCalco f lúo r
Figura 41. Asociación de Chs3p a Lipid Rafts en conjugación. ( A ) Asocia c i ó n de Chs3p a Lipid Rafts en 
disti n t a s condi cio n e s . Los extra ct o s totale s de una cepa silv e st re en veget a ti v o y en conj u ga c i ó n, así como una 
cepa end4 Δ, se sometieron a un tratamiento de 30 minutos con Tritó n X-100 en frío y se centri f u g a r o n en un 
gradi e nt e de Optip r e p ®. Poste r ior me n t e se deter mi n ó la cantida d de Chs3p-3 x H A y Pma1p en cada fracció n, 
mediante un ensay o de Western- B l o t . Las tres primer a s fracci on e s contie ne n los microd o m i n i os resist e nt e s a 
deter ge n t e (DRM) tal como indi c a el marca d o r Pma1 p , el rest o , no resi ste n t e s al deter ge n t e (NR), se consi d e ra n 
libres de Lipi d Rafts. Chs3p se puede ver como dos ba ndas, la superi or (~150kDa) que  correspondería a la 
proteína completa y una de menor tamaño (~60kDa) que corresp o n d e a una degrad a c i ó n parcial de la proteína 
como conse c ue nc i a de este trat ami e n t o . La cuant i f i ca c ión del conjunto de fracciones DRM y NR de cada banda 
por separ a d o se encue nt r a en la zona media entre las dos  bandas de Chs3p. El porcen t a j e total , toman d o en cuent a 
amba s band a s, de las frac ci o n e s DRM y NR, se encu e n t ra en la zona supe r io r . En el caso del Pma1 p se encue n t r a 
en la región inferi o r . (B) Tinción con calcofl ú o r del mutant e erg6 Δ en conj ug a c i ó n tras 2 horas de inducc i ó n con 
fact o r α. Obsé r ve se que mient r a s que en vegeta tiv o la  localización de la quitina en el mutant e erg6 Δ no se alte ra , 
durante el proceso de conj uga c i ón  la quiti n a se encu e n t ra desl o c alizada por toda la proy ección. 
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 sugiere que una parte signif i c a t i v a de Chs3p se asocia a Lipid Rafts durante la conjuga c i ó n . 
Esta circu n s t a n c i a excep c i o n a l ,  podr í a ser un facto r dete r mi n a n t e , no sólo para evita r su 
difus i ó n por toda la célul a , sino tamb i é n para su corr e c t o turnover endocí t i c o , o inclu s o su 
grado de activ a c i ó n . 
 
Para verific ar que real men t e una parte signif i c a t i v a de Chs3p se encuent r a asoc i a d a a 
Lipid Rafts en conjug a c i ó n , y su posib l e rele va n c i a biológ i c a , decidi m o s analiz a r la 
local i z a c i ó n de quiti n a en el mutan t e erg6 Δ . Este mutante est á afect ado en la síntesis de 
ergos t e r o l (Lees et al., 1995) , y por tanto en la co rre c t a for ma c i ó n de los Lipid Rafts (Bagn a t et 
al., 2000; Bagna t & Simon s , 2002) . En la cepa erg6 Δ , la asoci a c i ó n de disti n t as prote í n a s con 
los Lipid Raf ts est á altera d a, inclus o durant e la  conju g a c i ó n , co mo ocurr e con Fus1p (Bag n a t 
& Simon s , 2002) . En veget a t i v o , la quiti n a en el mu tan t e erg6 Δ se locali z a cor rec t a me n t e , sin 
embar g o , en conju g a c i ó n la quiti n a se encue n t r a muy deslo c a l i z a d a por toda la MP de la 
proy ecc i ó n (Figura 41B) . La desloca l i z a c i ó n de quitina en el erg6 Δ ocurrre especí f i c a m e n t e 
duran t e el proce s o de con ju g a c i ó n , que es ad emá s la única condi c i ó n fisio l ó g i c a donde se 
detect a Chs3 p asoci a d o a Lipid Rafts . Por tant o , parec e que alter a c i ó n de los Lipid Rafts 
podrí a afect a r a la local i z a c i ó n de Chs3p enzim á t i c a me n t e activ a , y por consi g u i e n t e a la 
distr i b u c i ó n de quiti n a . Sin emba r g o , hay que tener en cuent a que Erg6p parti c i p a en el 
proce s o de respu e s t a a feromo n a s (Jin et al., 2008), y es posib l e que la desl o c a l i z a c i ó n de 
quitin a sea un efecto indir e c t o . 
 
2 .7 Chs4p Δ 590 en conjugación 
 
Como ya se ha menci o n a d o , Chs4p - GF P se local i z a en la MP de la proy e c c i ó n . Esta 
local i z a c i ó n no depen d e de Bni4p y hasta el mo me n t o no se ha descr i t o ningu n a prote í n a con 
la que inter a c c i o n e en conju g a c i ó n . Por ta nto , su propi a capac i d a d de asoci a c i ó n a la 
memb r a n a podr í a ser un facto r dete r mi n a n t e pa ra local i z a r s e corre c t a m e n t e . Parti e n d o de esta 
pre mis a deci di mo s anali z a r Chs4p en ausenc i a de  su extre mo C-ter mi n a l , esenc i a l para su 
correc t a asoci a c i ó n a la MP, durant e el proces o de conjug a c i ó n . 
 
En prime r lugar , deter m i n a mo s la local i z a c i ó n de Chs4p - Δ 5 9 0 - G F P dura n t e la 
conj u g a c i ó n . Co mo se pued e ver en la Figura 42 , en ausen c i a de su extre mo C-t er mi n a l Chs4 p 
ya no se locali z a por toda la MP de la proy e c c i ó n , sino que se detec t a , aunqu e con una señal 
muy débil , en la punta del shmoo . El mi smo resu l t a d o se obtuvo con el Chs4p C69 3 S - G F P , con la 
difer e n c i a de que se local i z a b a más frecu e n t e m e n t e en la punta y con un poco más de 
inten s i d a d . Se co mp r o b ó que los nivel e s de prot e í n a de ambas const r u c c i o n e s en conju g a c ió n  
eran si mil ar e s a los silve st r e s . Este result a d o sugier e que Chs 4p- Δ 5 9 0 y Chs4 p C6 9 3 S  son 
trans p o r t a d a s al extre mo de la proy e cc i ó n , y una vez allí no so n capac e s de difun d i r por el 
rest o de la MP, sin emb ar g o , mant i e n e n cier t a  loca l i z a c i ó n en la punt a . Sin emba r g o , esta s 
prote í n a s no preni l a d a s no están loc al i z a d a s en el mutan t e chs3 Δ , lo que indic a que su 
local i z a c i ó n depen d e may o r i t a r i a me n t e de su in ter a c c i ó n con Chs3p (Dato s no mo str a d o s ) . Se 
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puede conclu i r , por tanto, que el domini o de prenilac i ó n es esencial para la correct a 
dist r i b u c i ó n de Chs4p en conju g a c ió n . En ausen c i a de preni l a c i ó n , Chs4 p depe n de 
may o r i t a r i a m e n t e de Chs3p para su unión a la  MP, de forma si mila r a lo observ a d o en  
veget a t i v o . 
 
Viend o que Chs4 p - Δ 5 9 0 y Chs4 p C6 93 S  no se locali z a n correc t a me n t e , decidi mo s 
analiz a r la locali z a c i ó n de quitin a en estas ce pas . Estos mutan t e s prese n t a b a n nivel e s de 
quitin a casi silves t r e s , y sin embarg o , esta qu itina está desl ocal i z a d a , co n una especial 
Chs4p-GFP Chs4p Δ 59 0 -GFP Chs4p C693S -GFPA
B
WT chs4Δ
Chs4p Δ 590 Chs4p C693S
hs4 p- FP h s 4 p 59 0 - F P hs 4 p 69 3 - F P
W
h s4p 590 h s4p 6 93
Figura 42. Importancia del extremo C-terminal de Chs4p durante la conjugación. ( A ) Localiza c i ó n de 
Chs4p- Δ 590-GFP y Chs4p C 6 9 3 S -GF P en conjuga c i ó n en la cepa 15Daub chs4 Δ (CRM237)  t r a n s fo r m a d a con los 
plásmidos pRS314- CHS4-GFP , pRS314- CHS4 Δ 590 -GFP o  pRS314- CHS4 C 6 9 3 S -GFP. O b sé r v e se que en 
ausencia del extremo C-terminal Chs4p sólo se observa en la punta de la  proy ección aunque de forma muy tenue. 
(B) Tinci ó n con calc o f l ú o r de las cepa s  indicadas durante el proceso de conjuga c i ó n. Las flechas indica n la 
acumulación de quitina en la punta del shmoo . Las cepa s util iz a d a s son las misma s que en A salv o que las 
construc c i o n e s de CHS4 no contienen la GFP. 
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 acu mu l a c i ó n en la punta ( Figura 42) , un fenot i p o simi l a r al obser v a d o tras el trata mi e n t o con 
Latrun c u l i n a A. Por tanto, parec e que la acu mu l a c i ó n de Chs4p Δ 5 9 0 y Chs4 p C69 3 S  en la punta 
del shmoo conlleva a la síntesi s de quitina en esa regió n . 
 
Aunque el extremo C-ter m i n a l es presci n d i b l e para la síntes i s y locali z a c i ó n de quitin a 
en vegeta t i v o , sí que parece ser import an t e duran t e el proces o de conjug a c i ó n . Es lógico si 
tenemo s en cuent a que duran t e la forma c i ó n de los shmoos ya no exist e un anill o de septin a s 
que ancle al comp l e j o QSIII a travé s de Bni4p y por tanto , Chs4p depen d e más de sus propi as 
señales par a localiz a r s e cor rect a me n t e . 
 
Con el fin de deter mi n a r , si la deslo c a l i z a c i ó n de quitin a prov o c a d a por la ausen c i a del 
extr e mo C-te r mi n a l de Chs4 p , tien e algu n a re lev a n c i a bioló g i ca, r eal i z a m o s un ensay o de 
eficie n c i a de conjug a c i ó n . Para  este ensay o se utilizó un mutante chs4 Δ trans f o r mad o con un 
plás mi d o vací o o expre s a n d o , C HS4  o C HS4 Δ 5 9 0 . Cada tipo sexu a l cont e n í a un tipo de 
plásmi d o pero con marc a d o r e s dife r e n t e s (leu c i n a  y tript ó f a n o ) de tal forma que tras la 
conjug a c i ó n se sel ecc i o n a r o n los diploi d e s que c onte n í a n ambos marc a d o r e s . En un mutan t e 
chs4 Δ, la eficienc i a de co njugac i ó n estaba notab l e m e n t e reduc i d a , 42.6% compa r a d o con un 
silvest r e (100%) , co mo ya se había descr i t o (Tril l a et al., 1997) . La cepa Chs4p Δ 5 9 0 mues t r a 
un feno t i p o inte r me d i o co n una ef icie n ci a del 73%. Estos datos, medi a de tres expe r i men t o s 
indep e n d i e n te s , suger í a n que la efici e n c i a de conju g a c i ó n de este mutan t e está 
signif i c a t i v a m e n t e reduc i d a . Por tanto, parec e que la ause n c i a del extr e mo C-te r m i n a l de 
Chs4p juega un papel deter mi n a n t e en conju g a c i ó n , ya que no sólo afec t a a la corre c t a 
local i z a c i ó n de la proteí n a y a la síntes i s de qu iti n a , sino tamb i é n en la efi ci e n c i a del proce s o 
sexua l . 
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 3. POSIBLES MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE 
Chs3p 
 
A lo largo de este traba j o hemo s demo s t r a d o que Chs4p parti c i p a en la est ab i l i d a d de 
Chs3 p en la MP, regu l a n d o al mism o tiem p o la activ a c i ó n de la QSIII . Aunqu e se ha 
espec u l a d o que dicha activ a c i ó n podría ser prote o l ít i c a , ningún dato exper i m e n t a l obten i do 
hasta la fecha corro b o r a este plant e a m i e n t o (ver intro d u c c i ó n ). Una de las hipót e s i s más 
proba b l e , es que Chs4p induz c a algún tipo de cam bi o postr a d u c c i o n a l en Chs3p , adqui r i e n d o 
ésta una conform a c i ó n cat alí t i c a m e n t e activa . Co mo indic a n los resul t a d o s obten i d o s en los 
estu d i o s de la cepa Chs4 p - Δ 5 9 0 , parec e que este cambi o se induc e al inter a c c i o n a r físic a m e n t e 
con Chs4p , y que se manti e n e tras la diso cia c i ó n de amb as proteí n a s . Las posible s 
modif i c a c i o n e s postr a d u c c i o n a l e s de Chs3p que trata r e mo s a con ti n u a c i ó n , deben enten d e rse 
en su sentid o más amplio , es decir, ya sea plega mi e n t o , agreg a c i ó n de molécu l a s , 
modifi c a c i o n e s covale n t e s , etc… 
 
3.1 Secuenciación por espectrometría de masas 
 
Para deter mi n ar las posibles modificaci ones postra d u c c i o n a l e s de Chs3p se proced i ó a 
purific a r la proteín a y analiza r l a por espectr o met r í a de mas as (E M). Gracia s a la inesti ma b l e 
ay ud a de la Dra. A. Spang y de todo su gr upo , en espec i a l del Dr. M. Traut w e i n , pudi m o s 
embar c a r n o s en este proye c t o , que de otra forma no hubie r a sido posib l e . Para este fin, se 
utili z ó una cepa cedid a por la Dra. A. Spang , en la cual C HS3  estab a marcada co n dos colas de 
histi d i n a y una de bioti na en su extre mo C-ter m i n a l (Chs3 p - H B H ) . Este dobl e marc a j e 
per mi t í a una primer a purif i c a c i ó n por colu mn a s de Níquel y otra por column a s de 
Estrep t a v i d i n a , lo que reducí a conta m i n a n t e s en la mue str a purifi c a d a . La purifi c a c i ó n de 
Chs3p se reali z ó en condi c i o n e s desna t u r a l i z a n t e s de 8M de Urea para manten e r las 
modif i c a c i o n e s coval e n t e s que poste r i o rm e n t e ser í an detect a d a s por el espect r ó m e t r o de mas a s 
(Tagw e r k e r et al., 2006) . 
 
En un prime r mo men t o real i z a mo s una purif i c a c i ó n a peque ñ a esc a l a en disti n t a s cepa s 
para ver si detect á b a mo s modifi c a c i o n e s en la proteí n a . Esto se deter mi n ó media n t e un cambi o 
de movili d a d en gel. En un ensay o de Wester n - B l o t , Chs3p se detect a co mo una doble banda . 
Se descon o c e la releva n c i a bioló g i c a de este dato y se le ha atribuid o a un problema artef act u a l 
en la carrer a de la proteí n a (Cos et al ., 1998 ) . Tant o en la cepa que sobr e e x p r e s a C HS4  como 
en el mutante chs5 Δ , se puede detectar un “sme ar” so bre la banda superior y la intensidad de la 
band a infe r i o r dismi n u y e (Figura 43) ,  p o r lo que parec e que en amb as cepas Chs3p ha sufri d o 
modif i c a c i o n e s postr a d u c c i o n a l e s . En princ i p i o , no se podr í a n atri b u i r esta s modi f i c a c i o n e s 
postr a d u c c i o n a l e s a la activ a c i ó n de Ch s3p , ya que en el mutan t e chs5 Δ la QSI II no es activ a . 
Por tanto, todo apunta a que estas modifi c a c i o n e s son previ a s al bloqu e o en el Golgi . Un caso 
llamat i v o , es el del mutant e end4 Δ y el mut ante end4 Δ con sobre e x p r e s i ó n de CHS4 , en amb o s 
casos, la banda inferi o r prácti c a me n t e desapa r e ce y toda la proteín a se detecta co mo un 
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“smear ” . Esto sugie r e que el bloqu e o de la e ndoc i t o s i s manti e n e una serie de modif i c a c i o n e s 
postr a d u c c i o n a l e s en Chs3p , que podrí an ser esen ci a l e s para  manten e r l a en un estado activo . 
 
Con la purif ic a c i ó n a pequeñ a escal a obtuv i mo s dos resul t a d o s impor t a n t e s , uno era 
que el méto d o en sí era efic a z para obte n e r Chs 3 p puri f i c a d a , ya que la tinc i ó n con plat a rev el ó 
muy pocos contami n a n t e s en la muest r a , y el otro eran los indici o s de que Chs3p activa 
presen t a una serie de modifi c a c i o n e s postra d u c c i o n a l e s . Así pues, reali z a mo s una purifi c a c i ó n 
a gran escal a , obteni e n d o sufici e n t e cantid a d de prote í n a para anali z a r l a por EM.  
 
En total , los pépti d o s recup e r a d o s del EM co mp r e n d í a n el 36% de la prote í n a total . 
Este porcen t aj e au ment a b a hasta el 42% si elimin a mo s los potenc i a l e s do mini o s 
trans me mb r a n a de la secuen c i a , ya que rec u p e r a r los pépt i d o s hidr o f ó b ic o s del EM es 
altam e n t e impro b a b l e . El análi s i s de los pépti d o s recup e r a d o s revel ó que las serin a s 147 y 537, 
así co mo la treon i n a 148 se encon t r a b a n fosfo r i l a d a s . Ya se había descri t o en un anális i s 
masiv o de prote í n a s de memb r a n a ubiqu i t i n a d a s , que Chs3p prese n t a b a ubiqu i t i n a c i ó n en la 
Lisin a 136 (Peng et al., 2003) sin emb ar g o , aunq u e noso t r o s recu p e r a m o s el pépt i d o que 
conte n í a esta lisin a , no detec t a mo s signo s de ubiqu it i na c i ó n . 
 
La ubiqu i t in a c i ó n es una señal carac t e r í s t i c a de endoc i t o s i s y degra d a c i ó n . En una cep a 
silve s t r e , la canti d a d de Chs3p en la MP y por tanto, potenc i a l m e n t e ubiqui t i n ad a , es míni ma . 
Por ello, decid i mo s anali z a r la secue n c i a de Chs 3p por EM en un mutan t e end4 Δ .  Sin 
emba r g o , no se detec t ó ning u n a modi f i c a c i ó n dife r e n t e a las ya anter i o r men t e descr i t a s para la 
cepa silvest r e . 
Figura 43. Purificación de Chs3p-HBH en distintas cepas mutantes. Purificación de Chs3p-HBH mediante 
una doble purifi c a c i ó n por column a s de Níque l y de Estre p t a vi di n a , en cond ici on e s desnatu r a l i z a n t e s y detecta da 
mediant e Western - B l o t con α -ch s 3 . Todas las cepas utilizad a s son deriva das de la cepa YPH499 CHS3-HB H 
salvo el cont rol nega tivo qu e es la YPH499 silvestre. ↑4 y ↑Chs 4 p indican sobreex p r e s i ó n de Chs4p. En un 
recuad r o rojo se destac a el carril de la proteí n a pur i f i ca d a (Pp). Obsé r v e se como la Chs3 p puri f i ca d a en el 
muta nt e end4 Δ se dete ct a únic ame n t e como un “sme a r ” . P T   Proteína total, FT Flowthrough de la columna de 
estrep t a v i d i na y P P  prote í n a purifi c a da (Eluc i ó n de la colum n a de estre p t a v i d i na ) 
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 Al exami n a r Chs3p en la base de datos del EXPASY (http : / / w w w . e x p a s y . o r g / u n i p r o t /
P 2 9 4 65 ) , obse r v a mo s que ya se había n dete r mi n a d o de forma exper i men t a l las fosfo r i l a c i o n e s 
que obtuv i mo s en nuest r o ensay o , e inclu s o había algun a s fosfo r i l a c i o n e s más: la treon i n a 537 
y serin a 606.  Por otra parte , en el grupo de la Dra. A. Spang , el Dr. M. Traut w e i n purif i c ó 
Chs3p - H B H , tras fijar con forma l d e h í d o para ver su inter a c c i ó n con otras prote í n a s , y 
deter mi n ó nuev o s siti o s de fosf o r i l a c i ó n de  Chs3 p en las Seri n a s 29, 32, 125 y 600 
(Co mu n i c a c i ó n perso n a l ) . Todos estos  result a d o s se recoge n en la Figura 44A.  
 
3.2 Topología de Chs3p 
 
Con los datos obten i do s por EM decid imo s r eali z a r un análi s i s de la posib l e topol o g í a 
de Chs3p en la MP. De esta forma podría mo s re lac i o n a r la confo rm a c i ó n estru c t u r a l de Chs3p 
con una determi n a d a regul a c i ó n postr a d u c c i o n a l . 
 
La may o rí a de los programa s infor má t i c o s predic e n varias posibl e s estruc t u r a s par a 
Chs3 p , que cont i e n e n entre 6 y 7 domin i o s tr an s me m b r a n a , qued a n d o el centr o cata l í t i c o haci a 
el interi o r cel ul a r , que serí a lo esper a b l e . Ade má s , se ha detect a d o en un anális i s masiv o de la 
orie n t a c i ó n de los extr e mo s C-te r m i n a l de prot e í n a s de memb r a n a , que el extr e mo carb o x i l o de 
Chs3p se encue n t r a hacia el inter i o r (Kim  et al., 2006 ) . Asimi s mo , unos resu l t a d o s 
preli mi n a r e s reali z a d o s por el Dr. M. Traut w e i n , sugie r e n que ambos extre mo s se orien t a n 
hacia el inter i o r (Co mu n i c a c i ó n perso n a l ) . Por otra  parte, tamb i én median t e aná lis i s masivo , se 
Figura 44. Topología de Chs3p y regiones de  interacción con 
Chs4p. ( A ) Modelo predic t i v o de la topolo g í a de Chs3p en la 
MP. Las regiones en verde indica n los domini o s trans me mb r a n a . 
Las fosforila c i one s se repre se nta n con una P. Las serina s o 
treo n i na s acep tor a s de fosfa t os, muta d a s en este traba j o, se 
indica n en rojo y en verde las qu e no se han modific a d o . En lila 
se repre s e n ta la ubiqu i t i na c ió n en la lisin a 136 y en amari ll o el 
dominio catalíti c o (QRRRW ) . La región de interac c i ó n con 
Chs4 p se repre se n t a en azul ce leste. Los números señalan la 
posici ó n de los aminoá c i d o s. (B) Tabla que repres e n t a la 
interac c i ó n por dos híbrido s entre las dife rent e s regione s de 
Chs3p y Chs3p-Nt (los primeros  700 aminoácidos de Chs3p) o  
Chs4p. El signo + en color azul  repr e s e nt a inte ra c ci ó n posi ti v a 
medi a n t e el ensay o cuali t at i v o de la β-galactosidasa. El signo – 
indica que no se ha detec t a d o inter a c ci ó n .   
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 ha detect a d o que Chs3p está ubiqu i t i n a d a en la Lisin a 136 (Pen g et al., 2003 ) , lo que indi c a r í a 
que el extre mo N-ter mi n a l de Chs3p debe est ar orient a d o hacia el interi o r celula r . En 
concl u s i ó n , todo apun t a a que el inici o de la prot eí n a se encont r a r í a en la parte citos ó l i c a , y tras 
el conj u n t o de domi n i o s tran s m e mb r a n a l e s fina l e s , el extre mo C-ter mi n a l de la proteí n a 
tamb ié n quedar í a hacia el interi o r celula r ( Figura 44A) . Esta posib l e topolo gí a de Chs3p se 
ajusta a los datos obteni d o s por la EM, ya que todas las mo difi c a c i o n e s postra d u c c i o n a l 
coinc i d i r í a n con region e s poten c i a l men t e orien t a d a s hacia el citopl a s ma. 
 
3.3 Regiones de Chs3p que interaccionan con Chs4p 
 
Con un mode l o más o meno s apro x i ma d o de la  posib l e topo l o g í a de Chs3 p , trat a mo s 
de dete r mi n a r que regi o ne s conc r e t a s de Chs3p inter a c c i o n a b a n con Chs4 p . Ademá s de la 
inter a c c i ó n con Chs4p , tamb i é n se ha descr i t o que Chs3p inter a c c i o n a consi g o mis m a 
(DeMa r i n i et al., 1997), un hecho que podrí a ser esen ci a l para la correc t a activ i d a d de la QSIII. 
Por tanto , tamb i én deter mi n a mo s que regio n e s de Chs3p son necesar i a s para la interac c i ó n con 
otras molécu l a s de Chs3p. 
 
Se ampl i f i c ó el gen C HS3  media n t e PCR, util i z a n d o un ol igo n u c l e ó t i d o , que anill a b a 
al inicio de la secu en c i a , y otro, que conten i e n d o un codón de parad a , anill a b a en disti n t a s 
regio n e s del gen. Los fragm e n t o s ampli f i c a d o s se  clona r o n en los plásmi d o s ad ecu a d o s para la 
reali z a c i ó n del ensay o de dos híbri do s (PAS2 y PACT2) , de tal forma que se obten í a una serie 
de proteí n a s Chs3p trunca d a s en el extre mo C-te r mi n a l . Se determ i n ó la intera c c i ó n de esta s 
prot e í n a s , tant o con Chs4p como co n Chs3p ,  median t e el ensay o cualit a t i v o de la β-
g a l a c t o s i d a s a . En el caso de Chs3p se utiliz ó como  contro l la proteí n a que conten í a única men t e 
los  prime r o s 700 amino á c i d o s (Chs3 - N t ) porqu e  con la prote í n a comp l e t a no se obtie ne 
intera c c i ó n positi v a (DeMar i n i et al., 1997). Po sib l e m e n t e , los domin i o s trans m e mb r a n a del 
extre mo C-ter mi n a l impid a n el trans p o r te de la prote í n a al núcle o . 
 
De esta forma, se constr uy e r o n las siguie n t e s const r u c c i o n e s de Chs3p: Chs3p (1 - 1 7 0 ) , 
que abarca única men t e la región N-ter m i n a l cito s ó l i c a , Chs3p ( 1 - 2 1 0 ) , que conti e n e el prime r 
domi n i o tran s me m b r a n a , Chs3 p ( 1 - 4 34 ), que ad em á s del do min i o tran s me m b r a n a cont i e n e 
tamb i é n la regi ó n hidro f í l ic a , Chs3 p ( 1 - 4 9 0 ) , con t i e ne los 2 prime r o s domi n i o s tran s me m b r a n a s 
y Chs3p (1 - 85 5 ) , que apar t e de los 2 domin i o s tamb i é n abar c a la regi ó n hidr o f í l i c a que se 
situarí a hacia el citopla s ma. 
 
Todas las pr ote í n a s trunc a d a s de Chs3 p inter a c c i o n a r o n posit i v ame n t e con Chs3p - N t 
( Figura 44B) , inclu s o la const r u c c i ó n más corta Ch s3 p ( 1 - 1 71 ) , por lo que la regi ó n de 
intera c c i ó n de Chs3p consi g o mis ma abarc a , co mo míni mo , la región hidro f í l i c a N-ter mi n a l . 
Por otra parte, las constr u c c i o n e s de Chs3p donde se detect ó intera c c i ó n posit iv a con Chs4p , 
fuer o n Chs3 p( 1 - 4 3 4 ) , Chs3 p ( 1 - 49 0 ) y Chs3 p ( 1 - 8 5 5 ), lo que indi c a que la inte r a c c i ó n entr e 
ambas proteí n a s se sitúa en la región centra l de Chs3p. 
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 Para segui r acota n d o la regió n de inter a c c i ó n de Chs3 p con Chs4 p ,  real i z a m o s nuev a s 
trunc a c i o n e s de Chs3p . Esta vez, fuimo s eli m i n a n d o fragm e n t o s del extre mo N-ter mi n a l de 
Chs3p sobre la trunc a c i ó n Chs3p ( 1 - 8 5 5 ) . Las nueva s const r u c c i o n e s abarc ab a n entre los 
amin o á c i d o s 210- 8 5 5 , 434- 8 5 5 y 470-8 5 5 . Cuand o anali z a mo s la intera c c i ó n de estas nuevas 
const r u c c i o n e s de Chs3p , vemo s que ningu n a in ter ac c i o n a con Chs3p - N t , lo que acota l a 
regió n de Chs3p que inter a c c i o n a  consi g o misma a los prime r o s  170 aminoá c i d o s . De hech o, 
confi r m a mo s este resul t a d o clona n d o única m e n t e est a regió n en ambos plás mi d o s y detec t a n d o 
inter a c c i ó n . Por tanto, esta región hidro f í l i c a poten c i a l m e n t e situad a hacia el inter i o r celula r , es 
la respo n s a b l e de la inter a c c i ó n entre disti n t a s molé c u l a s de Chs 3p . Este dato, junto con el 
obten i d o medi a n t e in mu n o f l u o r e s c e n c i a de Chs3p - 3 x H A al tr atar con Latrun c u l i n a A, sugier e 
que Chs3p podría estar for man d o unos agrega d o s en la MP gracia s a su intera c c i ó n a través del 
extr e mo N-te r mi n a l . Una posi b i l i d a d muy atr ac t i v a sería que Chs4p estuv i e r a regul a n d o esta 
agreg a c i ó n , y por consi g u i e n t e , la  corre c t a activ a c i ó n de la QSIII . 
 
 Únicam e n t e la regió n entre los amino á c i d o s 210 y 855 de Chs3 p , pare c e inte r a c c i o n a r 
con Chs4p , mien t r a s que, con el resto de cons t r u c c i o n e s no se detec t a un resul t a d o posit i v o . Es 
sorpre n d e n t e , pues espera r í a mo s una inter a c c i ó n posit i v a entre la constr u c c i ó n Chs3p (4 34 -
8 5 5 ) y Chs4p, ya que abarca la zona qu e sí inte r a c c i o n a en la const r u c c i ó n Chs3 p ( 1 - 49 0 ) . Así 
pues, es basta n t e proba b l e que o bien est as const r u c c i o n e s , Chs3p ( 4 3 4 - 85 5 ) y Chs3 p ( 4 90 - 8 55) , 
se estén deg ra d a n d o en la célul a , o bien no se plieg a n adec u a d a men t e y por tanto no 
inter a c c i o n a n con Chs4p . Co mo en ambos caso s no tene mo s un cont r o l posi t i v o , ya que no 
intera c c i o n a n ni con Chs3p ni con Chs4p, un result a d o negati v o no es conclu y en t e . 
 
Los datos que podemo s extraer de este en say o son que, Chs3p intera c c i o n a consig o 
misma en los prime r o s 170 amino á c i d o s y con Chs4p en la zona centr a l de la prote í n a . Lo más 
proba b l e es que sea entre el segun d o y terce r do min i o trans m e mb r a n a , ya que estar í a orien t a d o 
hacia la car a citosólica ( Figura 44A) . 
 
Hemo s intenta d o corrobo r a r estas inter ac c i o n e s median t e otras aproxi ma c i o n e s , como 
por ejemp l o , la in mun o p r e c i p i t a c i ó n , pero no hemo s sido capac e s de detec t a r in ter a c c i ó n entre 
ambas prote í n a s . Inclu s o utili z a n d o co mpu e s t o s que estab i l i z a n las union e s de forma 
irreve r s i b l e ( crosslinking ) como el DSP. Todo esto sugier e que la intera c c i ó n entre amba s 
proteí n a s es transi t o r i a y minori t a r i a . Lo qu e coinci d e con el result a d o obten i d o en los 
gradi e n t e s , en el cual sólo una peque ñ a parte de Chs3p se encuen t r a en MP, que sería la qu e 
potenc i a l m e n t e intera c c i o n a r í a con Chs4p. 
 
3.4 Truncaciones en el extremo N-terminal de Chs3p 
 
El ensay o de doble híbri d o indic a que varias moléc u l a s de Chs3p inter a c c i o n a n entre sí 
por el extre m o N-ter mi n a l de la  prot e í n a . Así pues , nos plan t e a m o s la posib l e relev a n ci a de 
esta unión y co mo podría afect a r a la síntes i s de quitin a . Asi mi s m o , en esa regi ón se acu mu l an 
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 una serie de modifi c a c i o n e s postr a d u c c i o n a l e s co mo fosfo r i l a c i o n e s y ubiqu i t i n a c i ó n . Por 
tanto, const r ui mo s una serie de proteí n a s Ch s3 p dele c i o n a d a s en su extr e mo N-te r mi n a l : Δ 6 3 -
C h s 3 p , Δ 12 6 -C h s 3 p y Δ 1 94 - C h s 3 p , que care c í a n de los 63, 126 y 194 prime r o s amin o á c i d o s , 
respec t i v a me n t e . 
 
En primer lugar , anali z a m o s la locali z a c i ó n de esta s prote í n a s tr unc a d a s . Como se 
puede ver en la Figura 45A , la delec i ó n del extre m o N-ter mi n a l provo c a la reten c i ó n de estas 
prote í n a s en el RE. Este fenot i p o es mucho más ace n tua d o en el caso de las truncac i o n e s Δ 6 3 -
C h s 3 p - G F P y Δ 1 9 4 - C h s 3 p- G F P , en las que práct i c a m e n t e no se aprec i a señal en el septo . En el 
caso de la Δ 1 2 6 - C h s 3 p - G FP , una parte signi f i c a t i v a se detec t a a nivel del cuell o , sin embar g o 
esta prote í n a no se detec t a en los punto s intra c e l u l a r e s car ac t e r í st i c o s de la cepa silve s t r e . Po r 
tanto, parece que la deleci ó n del extrem o N-ter mi n a l de Chs3p dificu l t a su salid a del RE. Par a 
trata r de reve r t i r este fenot i p o se sobre e x p r e s ó el gen C HS7 , la ch ape r o n a espe cí f i c a de Chs 3p 
que promu e v e su salid a del RE. En estas cond i c i o n e s , se reduc í a drást i c a m e n t e la reten c i ó n de 
estas prote í n a s trunc a d a s en el RE, pasan d o Δ6 3 - C h s3 p y Δ 1 2 6 - Ch s 3 p a locali z a r s e en la zona 
del septo e in cluso a detect a r s e en puntos intrac e l u l a r e s ( Figura 45B) .  Cabe destacar que est as 
prote í n a s tambi é n se detec t a n , aunqu e con una señ al muy tenue , por el resto de la MP. La 
const r u c c i ó n Δ 1 9 4 - C h s 3 p , por su parte , se deslo c a l i z a co mp l e t a m e n t e , no apreci á n d o s e señ al 
ni en el cuell o ni en punto s intra c e l u l a r e s . Se confi r mó media n t e Weste r n - B l o t que todas est as 
Chs3p-GFP Δ 63-Chs3p-GFP Δ 126-Chs3p-GFP Δ 194-Chs3p-GFPA
B
Figura 45. Análisis de las proteínas de Chs3p delecionadas en el extremo N-terminal. (A)  L o c al i za c i ó n de 
las prot eína s deleciona d a s en el extremo N-termin a l de Chs3p (Imagen superior).  Obsérvese que aunque la Δ 63-
Chs3p-GFP y Δ1 2 6 - C h s 3 p - G F P quedan bastan t e reteni d a s en RE se puede observ a r algun a s célul a s con tinci ó n 
en el sept o , pero no en la Δ 1 9 4- C h s 3 p - G F P . Tinció n con calcof l ú o r de las cepa s indi ca d a s (Ima g e n infe r i o r ). 
Véas e como la quit i n a se desl oc al i za haci a la yema hija en las cepa s Δ 63-Chs3p y Δ 1 2 6 - C h s 3 p. (B) Igual que en 
A pero con sobreex p r e s i ó n de CHS7 . Nótese que las proteínas mutantes ya no quedan tan reteni da s en el RE. La 
cepa utilizada fue la W303 chs3 Δ (CRM103) transformada con el plásmido pRS315 conteniendo en cada caso las 
construcciones arri ba indica d a s . 
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 proteí n a s prese n t a b a n los mis mos nivel e s intra c e l u l a r e s que la proteí n a silve s t r e . 
 
Sorpre n d e n t eme n t e , la tin ció n con cal cof l ú o r refle j a que las pro teí n a s Δ 6 3 - C h s 3 p y     
Δ 1 2 6 - C h s 3 p son funci o n al e s , ya que se detec t a unos nivel e s de inten s i d a d simil a r e s a lo s 
silvestres ( Figura 45A) . Sin emb ar g o , la quiti n a de estas  cepas se encue n t r a visib l e me n t e 
deslo c a l i z a d a , obser v á n d o s e por toda la PC ad emá s , en la regi ó n del septo , la quiti n a se 
encuen t r a despl a z a d a haci a la yema hija, un fenoti p o si mil a r al mut ant e bni4 Δ (Sanz et al ., 
2004) . Esta tinci ó n refl e j a una serie de defec t o s  en la sínte s i s del septo , posib l e men t e co mo 
conse c u e n c i a de la malfo r ma c i ó n del anill o de quiti n a . La cepa Δ 1 9 4 - C h s 3 p, co mo cabrí a 
esper a r dada su falta de locali z a c i ó n , no es funcio n a l ya que no se observ a tinci ó n con 
calco f l ú o r . 
 
Viendo que la cepa Δ 6 3 - C h s 3 p y Δ12 6 - C h s 3 p eran func i o n a le s , dete r mi n a mo s su 
conte n i d o en quiti n a . Tal co mo refle j a la tinci ó n con calco f l ú o r , estas cepas prese n t a n unos 
nivele s de quitin a simila r e s a los de la cepa silvest r e ( Figura 46B) . Pero sorp ren d e n t e me n t e , 
cuand o deter m i n a mo s la sensi b i l i d a d de estas cepa s al antif ú n g i c o calc o f l ú o r , se obser v ó qu e 
eran notab l e m e n t e resis t e n t e s cuand o se co mp ara n con la cepa silvest r e ( Figura 46A) . La cepa 
Δ 6 3 - C h s 3 p comp l e m e n t a un poco mejor este fenot i p o , ya que es liger a me n t e más sensi b l e que 
la Δ 1 2 6 - C h s 3 p , pero aun así ambas con st r u c c i o n e s s on signi f i c a t i v a me n t e resis t e n t e s . La cepa 
Δ 1 9 4 - C h s 3 p , al ser no funci o n a l , prese n ta la resistenci a típica de un mutante chs3 Δ .  Por tanto, 
podemo s concl u i r que las trunc a c i o n e s del extre mo N-ter mi n a l de Chs3p , al igual que ocurr e 
con el mutant e bni4 Δ (Sanz et al., 2004), provoc a un fenot ip o de resiste n c i a a calcofl ú o r  a 
pesar de tener un contenido en quitina similar al silves t r e . Así pues la resist e n c i a al antifú n g i c o 
WT
chs3Δ
Δ 63-Chs3p
bni4Δ
Δ 126-Chs3p
Δ 194-Chs3p
0 mg/m l 0. 075 mg/m l 0. 01 m g/m l 0. 02 m g/m l
9%30 ,2± 19 , 8Δ 194-Chs3p
104%335, 4± 3 0, 2Δ 126-Chs3p
98 %316, 1± 7 1, 3Δ 63-Chs3p
6%18 ,5± 21 , 1chs3Δ
100%321, 7± 2 5, 8WT
%Quitin a
(nM de NAGlc/1 0 0 mg cé l )
9%30 ,2± 19 , 8194- hs3p
104%335, 4± 3 0, 2126- hs3p
98 %316, 1± 7 1, 363- hs3p
6%18 ,5± 21 , 1
100%321, 7± 2 5, 8W
%ui tin a
(n de lc /1 0 0 mg cé l )
A
B Figura 46. Análisis funcional del extremo N-
terminal de Chs3p (A)  R e si st enc i a al calc o fl ú or de 
las disti nt a s cepas a las conce n t rac i o n e s indica d a s. (B) 
Conte n i d o en quiti n a expre s ada en nmole s de 
NAcGln/ 1 0 0 m g cél. de las cepa s indicadas, así como 
el porc e n ta je de la misma en rela c i ó n al silve st re . La 
cepa utili z a d a fue la W303 chs3 Δ  (CRM103) 
transf o r m a d a con el plásmi d o pRS315 conteni e n d o en 
cada caso las const r u c c i o ne s indi c a da s o vací o para el 
chs3 Δ .En el caso del bni4 Δ, la cepa fue la W303 bni4
Δ (CRM483) transfo r m a d a con el plásmid o vacío 
pRS315. 
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 viene deter mi n a d a no sólo por el conte n i d o en quitin a sino tamb i é n por la dist r i b u c i ó n de la 
misma , siend o la zona del septo la regió n más sensi b l e a la acció n de este co mp u e s t o . 
 
Con todo s estos datos se puede concl u i r que la  región N-ter mi n a l de Chs3p es esencia l 
para su corre c t a expo r t a c i ó n del RE, y en últi mo térmi n o , para la corre c t a lo ca l i z a c i ó n de 
quit i n a . Por tant o , esta regi ó n N-te r mi n a l hidr o f í l i c a tiene un papel clave en la regul a c i ó n de la 
activid a d QS III, ya sea como consecu e n c i a de la modif i c a c i o n e s postr a d u c c i o n a l e s , por su 
papel en la intera c c i ó n entre disti n t a s molé c u l a s de Chs3p o por partic i p a r direc t a o 
indire c t a me n t e en su anclaj e al cuello . 
 
3.5 Análisis de la fosforilación y ubiquitinación de Chs3p 
 
En vista de los result a d o s obteni d o s por la EM y las bases de dato s, decidi mo s mut ar 
vari o s amin o á c i d o s que estab a n pote n c i a l men t e fosfo r i l a d o s . Se mutar o n los pares de serin a s 
y/o treo n in a s en las sigu i e n t e s posi c i o n e s : 29 y 32, 147 y 148, 537 y 538, 606 y 607. En todos 
estos mutan t e s se anali z ó la local i z a c i ó n de  quiti n a medi a n t e tinc i ó n con calc o f l ú o r , la 
resiste n c i a a dicho antifún g i c o y la localiz a c i ó n de las Chs3p - G F P mutad a s . Ningu n o de los 
mut an t e s , inclu s i v e la co mbi n a c i ó n de todos ellos , prese n t a b a un algún fenot ip o difer e n t e a la 
cepa silve st r e (Dato s no mostr a d o s ) . En concl u s i ó n , las fosfo r i l a c i o n e s en estos amino á c i d o s 
no son esenc i a l e s para la activ i d a d o la local i z a c i ó n de Chs3p . 
 
Co mo ya se ha menci o n ad o , en un análi s i s masiv o de prote í n a s ubiqu i t i n ad a s de 
memb r a n a se dete c t ó que Chs3 p esta b a ubiq u i t in a d a en la lisi n a 136 (Pen g et al., 2003 ) . Con el 
fin de dete r m i n a r si es ta ub iq u i t i n a c i ó n de algu n a form a regu l a b a la activ i d a d QSIII , se camb i ó 
la lisin a 136 por una argin i n a media n t e mutag é n e s i s diri g i d a . La tinci ó n con calc o f l ú o r era 
bastan t e si mi la r a la de un silves t r e , sin embarg o , este mutant e (Chs3p K 1 3 6 R ) presen t a b a una 
liger a sensi b i l i d a d a calco f l ú o r que se corre s p o n d í a con un leve incre m e n t o , de hasta un 10%, 
en la canti d a d de quiti n a (Dato s no mo str a d o s ) . La local i z a c i ó n de Chs3p K 1 3 6 R - G F P era 
basta n t e si mil ar a la de la cepa silve s t r e, es decir , conc e n t r a d a en la zona del cuell o , pero sí que 
se podía aprec i a r ciert a difus i ó n desde el septo (Dato s no mostr a d o s ) . Todo s estos datos 
suger í a n que el recic l a j e endoc í t i c o de Chs3p K 1 3 6 R  estaba altera d o y la proteína se endocit a b a 
con meno r efic i e n c i a , por lo que  su estab i l i d a d en el cuell o prov o c a r í a un au men t o en la 
sínte s i s de quiti n a y por tanto may o r sensi b i l i d a d al calco f l ú o r . Sin emb ar g o , debid o a las 
peque ñ a s difer e n c i a s obser v a d a s , los resu l t a d o s no son total me n t e concl u y en t e s  
 
A pesar de los result a d o s previo s (Peng et  al., 2003), todos nuest r o s inten t o s para 
demo s t r a r qu e Chs3p está ubiqu i t in a d a han fr aca s a d o , estan d o pendi e n t e la intro d u c c i ó n de 
mejora s técnic a s en los difere n t e s protoc o l o s utiliz a d o s .   
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1. INTRODUCCIÓN 
 
A lo largo de los años se han ido carac t e r i z a n d o las disti n t a s activ i d a d e s QS de la 
levadu r a S. cerevisiae  y aunque el grado de comp ren s i ó n acerca de las mismas ha aumenta d o 
consi d e r a b l e m e n t e , aún esta mo s lejo s de cono c e r los meca n i s mo s impl i c a d o s , tant o en la 
regula c i ó n como en la acc ión de cada activi d a d . La quitin a , al ser un compue s t o esenc i a l y 
espec í f i c o del reino fúngi c o , const i t u y e una atrac t i v a diana en el desar r o l l o de nuevo s 
antif ú n g i c o s de toxic i d a d selec t i v a . Esta nueva  vía en el dise ñ o de fárma c o s nece s i t a 
irremed i a b l e m e n t e de un profu n d o conoc i mi e n t o  en el proce s o de sínte s i s de quiti n a . 
 
 La activi d a d QSIII es la respon s a b l e de la síntesi s de la may o ría de la quitina in vivo 
en levad u r a s y, como ha queda d o paten t e a lo  lar go de esta memo ri a, est á so metida a un 
estric t o contr o l , tanto tempo r a l como espaci a l m e n t e . Con este si mple hecho queda refleja d a la 
import a n c i a bioló g i c a de la síntes i s de quitin a a lo largo del ciclo celul a r de la levadu r a . 
Ademá s , se puede encon tr a r en la liter a t u r a una  gran canti d a d de estud i o s centr a d o s en el 
trans p o r t e intra c e l u l a r de Chs3p , ya que, en  estos último s años, se ha incr e m e n t a d o su uso 
co mo modelo en la secre ci ó n y el recicl a j e de proteí n a s de membra n a .  
 
Un aspec t o llama t i v o de la activ i d a d QSIII es su regul a c i ó n duran t e dos etapa s 
distin t a s del ciclo de vida: el creci m i e n t o vege t a t i v o y la conju g ac i ó n . En prime r luga r , cabe 
desta c a r , las funci o n e s que desemp e ñ a la sínt e s i s de quit i n a medi a d a por Chs3 p en amba s 
etapa s . Duran t e el ciclo veget a t i v o , Chs3p est á impli c a d a en la sínte s i s de quiti n a en las 
parede s later al e s , que en respue s t a a estrés puede  consti t u i r hasta el 20% del peso seco de la 
PC (Popo l o et al., 1997) , tamb i é n está relac i o n a d a  con la síntes i s del septo de remedi a c i ó n en 
el caso de que la forma ci ó n el septo pri mar i o esté co mp ro met i d o (Cabib & Sch midt , 2003; 
Sch mi d t et al., 2002 ), y fina l me n t e , su func i ó n má s carac t e r í s t i c a consi s t e en la sínte s i s del 
anillo de quitin a , que ay uda a manten e r la inte g r i d a d del cuell o duran t e la divis i ó n celul a r 
( Figura 47) ( S c h mi d t et al., 2003). De hecho, manten e r la integr i d a d , tamb ié n parece ser la 
función propia de la quitina situad a en la base de la proy ecc i ó n sexual, ya que se ha propues t o 
que const i t u y e un refue r z o en la  zona donde va a tener lugar la disol u c i ó n de la PC para 
permi t i r la fusió n celul a r (Sche k man & Brawl e y , 1979) . 
 
  Figura 47. Localización 
de q ui tina mediante 
tinción con calcoflúor. 
A n i l l o de quiti na duran te la 
fase vegetat i v a (izquie r d a ) 
y banda difu s a de quiti na 
en la base del shmoo 
(dere c ha ) . 
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En veget a t i v o y en conju g ac i ó n , Chs3p par ece estar regulada de for ma esp ecífi c a. Sin 
embar g o , hay que tener en cuent a que básic a m e n t e par ti c i p a n las mi s ma s prote í n a s , tanto en su 
transpo r t e como en su acti v ac i ó n . En amb as et apas , la activi d a d QSIII depend e de la secrec i ó n 
polar i z a d a , el citoe s q u e l e t o de actin a , y de las prote í n a s Chs4- 7 p . Aunqu e tamb i é n exist e n 
ele men t o s distin t i v o s como so n Bni4p y las septin a s , puesto que mientr a s que en vegeta t i v o 
son esenci a l e s en la locali z a c i ó n de quitin a , en  conju g a c i ó n , su func i ó n pare c e pres c i n d i b l e 
(ver más adel an t e ) . Ade má s, cabe desta c a r que  en veget a t i v o Chs3p y Chs4p coloc a l i z a n co n 
la sínte s i s de quiti n a , sin embar g o , en c onju g a c i ó n , enco n t r a mo s una regió n (la punta del 
shmoo ) donde a pesar de detect a r s e ambas prote í n a s , la síntes i s de quitin a no se produc e . Con 
todo ello , podemo s pensa r que, o la regul a c i ó n de la activ i d a d de la QSIII es disti n t a en ambas 
etapa s , o bien es un mismo mecan i s m o de regul a c i ó n expue s t o a dos entor n o s comp l e t a men t e 
disti n t o s . De hecho , tanto en veget a t i v o co mo en conjug a c i ó n , el ele men t o co mún parece ser el 
turnover endoc í t i c o de la prote í n a que, co mo ha  qued a d o demo s t r a d o a lo larg o de esta 
memo r i a , es un eleme n t o clave en la regul a c i ó n de la activ i d a d QSIII . Saber cuále s son los 
ele mentos que hacen que este reciclaj e sea di fere n t e en vegeta t i v o y conjuga c i ó n , es una 
cuest i ó n que aún nos queda por resol v e r en el futur o . 
 
Con todo s esto s dato s , pode mo s afir m a r que Chs3 p es una prot e í n a con una reg u l a c i ó n 
postr a d u c c i o n a l excep c i o n a l . Por un lado, en veget a t i v o reúne una serie de carac t e r í s t i c a s 
partic u l a r e s en cuanto a su transp o r t e y r ecicl a j e , puest o que se han descri t o muy pocas 
proteí n a s de MP que sean recicl a d a s y manten i d a s en estado inact i v o . Por otro, prese n t a un 
meca n i s mo de cont r o l dist i n t o en veget a t i v o y en conjug a c i ó n . Hasta la fec h a, no se han 
descr i t o otras prote í n a s de MP que prese n t e n un co mpor t a mi e n t o tan difere n t e en las distin t a s 
fases del cicl o. De hecho, inclus o durant e la fas e de espor u l a c i ó n , ha queda d o estab l e c i d o que 
Chs3p tiene un siste ma de regul a c i ó n espec í f i c a . Esto hace de la subuni d a d catal í t i c a de la 
QSIII un atrac t i v o model o no sólo en el trans p o r t e de prote í n a s , sino tamb i é n por su regul a c i ó n 
cara cte r í s t i c a en cada fas e del ciclo. 
 
 
2 . Chs4p ES NECESARIA PARA  LA CORRECTA TRANSLOCACIÓN 
DE Chs3p EN LA MP 
 
 
Estudio s previo s sugerí a n que la intera c c i ó n físic a entre Chs3p y Chs4p en la regió n 
del septo podría ser la resp on s a b l e de la activ a c i ó n de la QSIII (DeMa r i n i et al., 1997; Trill a et 
al., 1997 ) . Sin emba r g o , se desc o n o c e como se lle va a cabo dicha activ a c i ó n , au nqu e sí se sab e 
que es indepe n d i e n t e del anclaj e a septin a s a trav é s de Bni4p (Sanz et al., 2004) . Este hecho se 
debe princi p a l me n t e a que Chs4p ha sido muy poco caract e r i z a d a , y hasta la real iz a c i ó n de est e 
traba j o , se desco n o c í a su funci ó n en la regul a c i ó n de la activ i d a d QSIII . 
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2.1 El grupo prenilo de Chs4p no  es esencial para su función 
 
Nuestr o s datos indic a n que Chs4p es una pr oteí n a mu y establ e , asocia d a a membra n a s 
y que se trans por t a en vesí cula s polariza d a s hacia la zona del septo . Una vez alcan z a la regió n 
del cuello , co mie n z a a difu nd i r hacia el resto de la MP. Este tr ansp o r t e polar i z a d o de Chs4p es 
indep e n d i e n te de Chs3p y del resto de la maqui n a r i a implic a d a en la síntes i s de quitin a (Chsp) . 
Esto sugier e que Chs4p posee sus propia s señal e s par a alcanz ar la MP y que ade má s, Chs3p y 
Chs4p son trans p o r t a d a s indep e n d i e n t e men t e . Las vesí cu l a s que tran sp o r t a n Chs3p 
cosedi me n t a n en un gradien t e con las que tran s p or t a n Chs4p , lo que dific ul t a mucho su 
aisla mi en t o y análi s i s . 
 
La llegada y anclaje de Ch s4p a la MP tamb i é n es indep e n d i e n t e de Bni4p (San z et al., 
2004) , lo cual nos plant e a la cuest i ó n de có mo Chs4p perma n e c e aso c i a d a a memb r a n a en 
ausen c i a de domin i o s tra n s me mb r a n a o poten c i a l e s pépti d o s señal . El análi s i s de la prote í n a 
revel a la exist e n c i a de un domin i o de preni l a c i ó n en el extre mo C-ter mi n a l , que duran t e el 
desarr o l l o de este trabaj o se demo st r ó que era farnes i l a d o in vivo (Grab i n s k a et al., 2007 ). 
Aunqu e en este estud i o espec u l a n con un posib l e papel catal í t i c o del grupo preni l o de Chs4p , 
lo ciert o es que diver s o s grupo s han demo s t r a d o que la delec i ó n del domin i o de preni l a c i ó n es 
presci n d i b l e para la correc t a activ a c i ó n de la síntes i s de quitin a (DeMa r i n i et al. , 1997; Ono et 
al., 2000; Trill a et al., 1997) . Las delec i o n e s de l extre mo C-ter mi n a l de Chs4p realiz a d a s en 
este traba j o , tamb i é n corro b o r a n los dato s anter i o r m e n t e proba d o s .  
 
Nuestr o s resul t a d o s , tanto bioqu í mi c o s como micro s c ó p i c o s , sugie r e n que la 
prenil a c i ó n de Chs4p es el factor det er mi n a n t e en su asocia ci ó n a la memb r an a . En su 
ausenci a , Chs4p es incapaz de difundi r a lo largo de la MP desde el septo, ya que, tanto el 
mut an t e Chs 4 p Δ 5 90 como Chs4 p C6 93 S  pierd e n su local i z a c i ó n por la MP del conto r no celul a r . 
Sin emba r g o , ambo s muta n t e s perm a n e c e n lo c aliz a d o s en la zona del septo y son 
funci o n a l me n t e activ o s , lo que nos indica que la  situaci ó n es más comp lej a de lo que parece a 
si mp le vista . Todo parec e suger i r , y de hecho , nuest r o s resul t a d o s así lo corro b o r a n , que en 
ausen c i a del domin i o de preni l a c i ó n Chs4p se mantien e anclad o al cuello gracia s a su 
inter a c c i ó n con Chs3p y Bni4p. La inter a c c i ó n de estas dos prote í n a s con Chs4p es 
dete r mi n a n t e para mant e n e r l a corr e c t a me n t e local i z a d a . Aunqu e amb as contr i b uy en a este 
efecto , los res u lt a d o s obten i d o s en la locali z a c i ó n de Chs4p Δ 5 9 0 -G F P en los mutan t e s chs3 Δ y 
chs3 Δ bni4 Δ, s u g i e r e n que la intera c c i ó n con Chs3p juega un papel más relevan t e en la 
local i z a c i ó n del Chs4p no preni l a d o . La asoci a ci ó n de Chs4p a memb r a n a s deter mi n a la 
estab i l i d a d de la prote í n a , ya que cuand o esta aso ci a c i ó n se ve comp r o m e t i d a , la prote í n a se 
degra d a en la vacuo l a . De hecho , este podrí a ser  la causa de los bajos nivel e s de prote í n a 
detect a d o s en la cepa Chs4p- Δ 5 3 0 , ya que práct i c a m e n t e no inte r a c c i o n a ni con Chs3p ni con 
Bni4p media n t e el ensay o de dos híbrid o s (Dat o s no mostr a d o s ) . Sorp r e n d e n te me n t e , incl u s o 
en la cepa chs3 Δ bni4 Δ , se puede detect a r una cantid a d signif i c a t i v a de Chs4p- Δ 5 9 0 - G FP 
asoci a d a a la regió n del septo , todo esto nos i ndic a la exist e n c i a de una co mp l e j a red de 
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i n t e r a c c i ó n de Chs4p con las prote í n a s del cuel lo. En base a los análi si s masivo de 
intera c c i o n e s , se ha demos t r a d o que Chs4p es capa z de intera c c i o n a r con distin t a s prote í n a s , 
algun a s de las cuale s están relac i o n a d a s con la  endoc i t o s i s y degrad a c i ó n de prote í n a s Atg1p , 
Yck1p e Yck2p (Ptac e k et al., 2005) . 
 
En el análisi s de resi sten c i a a calcofl ú o r de las cepas Chs4p Δ 5 9 0 y Chs4p C6 9 3 S  se  
observó que la cepa deleci o n a d a en el extre mo C-te r m i n a l  de Chs4 p (Chs 4 p Δ5 9 0 ) prese n t a un a 
may o r resis t e n c i a al antifú n g i c o que la que tie ne mutad o única m e n t e el sitio de preni l a c i ó n 
(Chs 4 p C6 9 3 S ) . Esto se tradu c e en una menor capac i d a d funci o n a l de la Chs4p Δ 5 9 0 , lo que nos 
indi c a que el extr e mo C-te r mi n a l tien e prop i e d a d e s adicion a l e s a la mer a pr enila c i ó n . Una 
posib i l i d a d muy atrac t i v a sería que la delec i ó n de l extre mo C-ter m i n a l de Chs4p esté afect a n d o 
a la inter a c c i ó n globa l de la pr ote í n a con Chs3p , reduc i e n d o la estab i l i d a d de esta últim a en la 
MP (ver más adelant e ) . 
 
Co mo ya se ha men cio n a d o , la deleci ó n de l do min i o de pren i l a c i ó n de Chs4 p elimi n a 
la asoci a c i ó n de la prote í n a a lo largo de la  MP. Sin emba r g o , sigu e sien d o func i o n a l me n t e 
activ a , prese n t a n d o una quiti n a corre c t a me n t e loca l i z a d a . Por tanto , llega d o s a este punto , la 
incógn i t a era deter mi n a r el papel que dese mp e ñ a Ch s4p a lo largo de la  pared latera l de la 
célul a . Dado que la canti d a d de quiti n a en los mutan t e s Chs4p Δ 5 9 0 y Chs4 p C69 3S  se reduc í a en 
torno al 10% con respe c t o al silve s t r e y que esta es la cantid a d de quitin a esti ma d a en las 
pared e s later a l e s de la célul a (Mola n o et al., 1980 ) , nos plan t e a mo s la posi b i l i d a d de que la 
asoci a c i ó n de Chs4p a la MP fuera deter mi n a n t e para la activ a c i ó n de la sínte s i s de quiti n a 
later a l . Sin emb ar g o , la tinci ó n con WGA-F I T C  no dete c t ó ningú n defe c t o en quit in a en los 
mut ant e s del eci o n a d o s en el extre mo C-ter mi n a l de Chs4p. Asi mis mo , tamp oc o se detect ó 
ningu n a hiper s e n s i b i l i d a d ante diver s a s droga s que afect a n a la PC. Todo esto nos llevó a la 
concl u s i ó n de que estas cepas no prese n t a b a n nin gú n defec t o en la sínte s i s de quiti n a later a l . 
Aunqu e tamb i é n es posib l e que los en say o s utili z a d o s no sean lo sufici e n t e m e n t e sensib l e s 
para detect a r pequeñ a s difere n c i a s en la co mpo s i c i ó n de la pared celul a r . 
 
Parti e n d o de la base de que Chs4p pudie r a prese n t a r otras funci o n e s no relac i o n a d a s 
con la sínte s i s de quitin a , anali z a mo s diver s o s  genes catalog a d o s co mo sintéti c o s letales con 
chs4 Δ med i a n t e un análi s i s masiv o (Lesa g e et al ., 2005 ; Tong et al., 2004 ) . A favo r de esta 
hipóte s i s se encont r a r o n una serie de genes co mo LST4 y  AST1 , que present a b a n letali d a d 
sinté t i c a excl u s i v a me n t e con chs4 Δ (no con el resto de chsΔ ) , y que curio s a me n t e esta b an 
relaci o n a d o s con el transp o r t e intrac e l u l a r de otras conoci d a s proteí n a s integr a l e s de MP. Esto 
sugerí a un papel más gener al de Ch s4p en la llega d a o trans l o c a c i ó n de prote í n as en la MP. Sin 
embar g o , al const r u i r los doble s mutan t e s chs4 Δ ast1 Δ y chs4 Δ lst4 Δ, observamo s éstos er a n 
total m e n t e viabl e s , inclu s o en el mi smo fondo genétic o donde se realizó el estu d io (Lesage et 
al., 2005 ) . Lo único que pudi mo s conc l u i r , por tant o , es que el sist e ma empl e a d o en el estu d i o 
masiv o prese n t a b a una serie de defic i e n c i a s que incr e me n t a b a n arti f i c i a l me n t e el nú mer o de 
intera c c i o n e s letal e s . Con todo ello, no tene mo s datos que invali d en la premis a de una posibl e 
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p a r t i c i p a c i ó n de Chs4p en los último s pasos del trans p o r t e , regu l a n d o así la inser c i ó n de 
disti n t a s prote í n a s de MP. Esto podrí a aport a r una expli c a c i ó n evolu t i v a para la prese n c i a d e 
homó l o g o s de Chs4 p rela t i v a me n t e conse r v a d o s , desde bacte r i a a human o s (Ronc e r o , 2002) . 
 
2 .2 La interacción entre Chs3p/ Chs4p promueve la acumulación 
de Chs3p en la MP y la activación de la QSIII 
 
Se había descri t o que la intera c c i ó n entre Chs3p y Chs4p es ese nci a l para la correc t a 
local i z a c i ó n y activ a c i ó n de la QSIII (Ono et al., 20 00; Trill a et al., 1997) sin emb ar g o , esto no 
aport a b a ningú n tipo de info r m a c i ó n de có mo podr í a estar ocurr i e n d o dicha activ a c i ó n . Ya que 
la activa c i ó n por proteo l i s i s no parecí a ser el mo do de acción , decidi mo s analiz a r otros 
posib l e s mecan i s mo s en la activ a c i ó n de la QS III media d a por Chs4p . Al obser v a r que Chs3p -
G F P se desloc a l i z a b a del cuello en el mut ant e chs4 Δ y que tendía a acu mular se en vesí culas 
intra c e l u l a r e s , nos plant e a mo s la posib i l i d a d de  que en ausen c i a de Chs4p , Chs3 p no se 
estuv i e r a acu mu l a n d o en la MP. Esta hipót e s i s , tamb i é n se ap oy a en el patr ó n difu s o que 
presen t a Chs 3p - 3 x H A media n t e inmu n o f l u o r e s c e n c i a , en el muta nt e chs4 Δ (DeMari n i et al ., 
1997) . En este traba j o hemo s demo s t r a d o que Ch s3p se acu mu l a parci a l m e n t e en vesíc u l a s 
intra c e l u l a r e s polar i z a d a s pero nunca se det ect a en la MP. Estas obser v a c i o n e s fuer o n 
confi r m a d a s anali z a n d o la distr i b u c i ó n de Chs 3p en un fracc i o n a mi e n t o subc e l u l a r disc o n t i n u o 
de sacaros a , donde Chs3p no se localiz a en las fracci o n e s de MP en ausenc i a de Chs4p, pero la 
cantid a d de Chs3p asocia d a a memb ra n a au ment a consi d e r a b l e m e n t e al sobre ex p r e s a r Chs 4p . 
Por tanto , Chs4p es reque r i d o para la  acumu l a c i ó n de Chs3p en la MP. 
 
 
Si ademá s Ch s4 p actú a co mo un activ a d o r de Chs3p, tal co mo se ha propu e s t o (Cho i et 
al., 1994b ; Trill a et al., 1997) , la acu mu l a c i ó n de Chs3p en la MP depen d i e n t e de Chs4p debe 
ir asocia d a a un increme n t o en la activi d a d QSIII. Efecti v a m e n t e , eso es lo que suced e , ya que 
cuand o se mi de la activ i d a d QSIII en las disti n t a s fracc i o n e s de un gradi e n t e disco n t i n u o , se 
puede observ a r que únicam e n t e la Chs 3p asocia d a a las frac ci o n e s de MP es la que presen t a 
activ i d a d enzi mát i c a , mi ent r a s que la Chs3p prese n t e en los distin t o s comp a r t i m e n t o s 
intra c e l u l a r e s no presen t a activ i d a d QSIII . Ya se había demo s t r a d o que la sobree x p r e s i ó n de 
Chs4p aumen t a la activ i d a d QSIII casi al doble (Tril l a et al., 1997), lo cual se corre s p o n d e mu y 
bien con la cantid a d de Chs3p que se acu mu l a en  la MP en estas condi c i o n e s .  Además , exist e 
una corre l a c i ó n entre el incre me n t o de Chs4p y un aument o en la cantid a d de quitin a y la 
sensib i l i d a d al calcof l ú o r . En este caso, el incr eme n t o en quitin a es más leve, posib l e me n t e 
debid o a limita c i o n e s met ab ó l i c a s gener a l e s (L ago r c e et al., 2002) junto con restri c c i o n e s 
espac i a l e s , ya que Chs4p no sólo activa sino que tambié n locali z a a Chs3p en la zona del septo, 
y es posible que la maquina r i a de anclaje est é próx i ma a la satur a c i ó n . De hecho , la 
sobre e x p r e s i ó n de Chs4p provo c a una liger a dispe r s i ó n de la quitin a desde la regió n del septo , 
aunqu e la canti d a d de quitin a aumen t a levemen t e . 
 
Discusión 
120   
P o r tant o , pode mo s conc l u i r que Chs4 p prom u e v e la acu mu l a c i ó n de Chs3p en la MP 
al mismo tiemp o que indu c e una acti v a c i ó n de la  activ i d a d QSIII , confi r m a n d o así el papel que 
tradic i o n a l m e n t e se le había asign a d o a Chs4p co mo activ a d o r de Chs3p . Todo apunt a a que 
ambas proteí n a s son transp o r t a d a s de forma polari z a d a e indep e nd i e n t e me n t e la una de la otra 
hasta la zon a del septo, y una vez allí inter a c c i o n a n entre sí anclán d o s e , a través de la 
inter a c c i ó n Chs4p - B n i 4 p , al anill o de septi n a s . No está claro, hast a ahora, co mo se asoci a n las 
versio n e s no prenil a d a s de Chs4p a la maquin a r i a de secr eció n , pero ya hemo s comentad o qu e 
Chs4p parece r í a intera c c i o n a r con otras proteí n a s . 
 
2.3 El reciclaje endocítico es un elemento clave en la regulación 
de la actividad QSIII 
 
Tenie n d o en cuent a que Chs5 p , Chs6 p y Chs7p parti c i p a n en el trans p o r t e anter ó g r a do 
de Chs3p , todos los datos prese n t a d o s hasta aquí  ap unt a n a que Chs4p actua b a en el últi m o 
paso de est e proce s o , per mi t i e n d o la llega d a de  Chs3p a la MP. De hecho , las vesíc u l a s 
polar i z a d a s de Chs3p - 3 x H A que se obser v a n en el mutan t e chs4 Δ pero no en un muta n t e    
chs5 Δ , inducí a n a pensar que Chs4p partic i p a tras la salid a de Chs3p del TGN. Trata mo s de 
demo s t r a r que Chs3p queda b a reten i d a en  vesícul a s distin t a s en el mutante chs6 Δ respecto al 
mut an t e chs4 Δ s i n emb arg o , la densid a d si mila r de las vesícu l a s dificu l t ó mucho su 
diferen c i a c i ó n . Pese a el lo, en la may o ría de los casos sí que se obser va b a un ligero 
desplaza mien to de las vesícu l a s de Chs 3p en el muta nt e chs4 Δ , lo que sugi e r e que ambo s tipo s 
de vesícu l a s son difere n t e s . Para corrob o r a r  este resul t a d o neces i t a r í a mo s un siste m a más 
sensibl e en la caract e r i z a ci ó n de diferen t e s tipos de vesícul a s . 
 
  La sobre e x p r e s i ó n de la prote í n a Ypt32 p así  como la alter a c i ó n del comp l e j o AP-1 
provo c a n una redir e c c i ó n en el trans p o r t e de Chs3p hacie n d o que alcan c e la MP en un estad o 
funci o n a l , inclu s o en ausen c i a de Chs5p y Chs6p . Sin embar g o , en el mutan t e chs4 Δ ni la 
sobree x p r e s i ó n de Ypt32p ni la desest a b i l i z a c i ó n del co mp l e j o AP-1, produ c e n la llega d a 
alter n a t i v a de Chs3p a la MP, y en ningú n caso la activ a c i ó n de la QSIII . Por tanto , no es 
sorpr e n d e n t e que la activ a c i ó n de la ruta PKC, que es capaz de resta u r a r la sínte s i s de quiti n a 
en el mutant e chs6 Δ ( C a r o t t i et al., 2002 ) ,  no tenga el mis mo efe ct o en el mutan t e chs4 Δ . Esto 
indic a , que el reque r i mi e n t o de Chs4p es impr e s c i n d i b l e para la activ a c i ó n de la QSIII , y que 
esta proteín a no es un mero paso más en el tr ans p o r t e de Chs3p , sino que su funci ón es 
esenci a l e inelud i b l e . 
 
Una posib l e alter n a t i v a , es que la func i ó n de Chs4p estuv i e r a relac i o n a d a con el 
recic l a j e end o c í t i c o de Chs3p previ a m e n t e demo s t r a d o (Hol t h u is et al., 1998 ; Ziman et al., 
1996) . Tradi c i o n a l m e n t e , se había asu mi d o que la  inact i v a c i ó n de la activ i d a d QSIII depen d í a 
de endoci t o s is , pero aún no se había demo s t r a d o exper i men t a l m e n t e . Nuest r o s datos confi r m a n 
que la endoci t o s i s es un proces o esenci a l en la regul aci ó n negat i v a de la activ i d a d QSIII . La 
local i z a c i ó n de Chs3p - G F P en un mut an t e bloqu e a d o en este proce s o ( end4 Δ ) , está 
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v i s i b l e m e n t e alter a d a , distr i b uy én d o s e a lo la rgo de toda la MP y ausent e en vesícu l a s 
intrac e l u l a r e s . Asi mis mo , este mutan t e presen t a  unos altos nivel e s de activi d a d QSIII 
aco mp a ñ a d o s de un conten i d o en quitin a tres vece s superi o r al silves t r e . Esto indica que una 
parte de Chs3 p queda bloqu e a d a en la MP en un est ad o enzi mát i c a me n t e activ o . La tinci ó n con 
calcof l ú o r muest r a una tinció n irreg u l a r en este mu tan t e , mi ent r a s que la distr i bu c i ó n de Chs3 p 
por la MP es unifo r me , esto sugie r e que otra part e de la Chs3p reten i d a en la MP podrí a estar 
inact i v a . Estos resul t a d o s demu e s t r a n que Chs3p es  inactiv a d a med ian t e endoci t o s i s a partir de 
la MP, una vez ha reali z a d o su funci ó n . 
 
Utili z a n d o la droga Latru n c u l i n a A, tamb i é n se obte n í a n los mi smo s feno t i p o s de 
deslo c a l i z a c i ó n de Chs3p y de aumen t o en la sí nte s i s de quiti n a . Por tanto , es posib l e , que la 
redis t r i b u c i ó n de Chs3p por la MP tras una subi da a 37º C descrit a por otros autores (Valdiv i a 
& Schek ma n , 2003), esté relac i o n a d a con una alter a c i ó n del turnover de la proteí n a como 
consec u e n c i a de la despol a r i z a c i ó n de la actin a por el choqu e térmi co (Dell e y & Hall, 1999) . 
 
¿Cuál es el papel de Chs4p en el proceso ? El doble mutan t e end4 Δ chs4 Δ no mu est r a 
tinci ó n con calco f l ú o r a pesar de que Ch s3p se en cue n t r a distr i b u i d a por toda la MP. El mi s mo 
resul t a d o se obtuvo utili z a n d o la Latrun c u l i n a A en el mutan t e chs4 Δ . Esto confi r ma que en 
ausenci a de Chs4p, Chs3p es capa z de alcanza r la  MP, pero de forma bioló g ic a m e n t e inact i v a . 
El trata mi en t o a tie mpo s corto s con Latrun c u l i n a A mu estr a que en la cep a silves t r e el 
gradi e n t e de difus i ó n de Chs3p comie n z a desde la  zona del septo . Sin embar g o , en ausen c i a de 
Chs4p , y por tanto sin posib i l i d a d de que Chs3p se ancle al cuell o , la difus i ó n comi e n z a desde 
la yema. Esta distr i b u c i ón coinc i d e con el  patró n polar i z a d o de Chs3p en el mutan t e chs4 Δ 
observ a d o por inmun o f l u o r e s c e n c i a . Todos estos resul t a d o s indican que en el mut an t e chs4 Δ , 
Chs3p alcan z a la MP en un estad o inact i v o y es rápid a men t e endoc i t a d a . Por lo que parec e 
basta n t e proba b l e que Chs4p prom u e v a la adqui s i c i ó n de una c onfo r m a c i ó n activ a y estab l e de 
la QSIII. 
 
Uno de los result a d o s más llamat i v o s es la  activ a c i ó n de la QSIII en las pared e s 
laterales de la cepa end4 Δ Chs4p - Δ 5 90 . La dele c i ó n del extr e mo C-te r mi n a l de Chs4 p impi d e 
su asocia c i ó n a la MP, por lo que no se detect a por el contorn o celular de la MP incluso en el 
mut an t e end4 Δ , sin embar g o en estas cir cu n s t a n c i a s , la tinci ó n con calco f l ú o r refle j a que sigue 
exist i e n d o sínte s i s de quiti n a later a l . Esto nos indi c a que Chs3p , tras ser inser t a d a en el cuell o 
en un estado activo , gracia s a su intera c c i ó n con Chs4p, es capaz de mant en e r s e activa 
inde p e n d i e n te men t e de Chs4 p hast a su endo c i t o s i s . Esto ab oga por un posib l e cambi o 
conf o r ma c i o n a l indu c i d o por Chs4 p y una pos te r i o r disoc i a c i ó n de ambas prote í n a s . 
 
Otro resul t a d o sorpr e n d e n te , y de difíc i l interp r e t a c i ó n , es la activa c i ó n parcia l in vitro 
de la QSIII en el mutan t e end4 Δ chs4 Δ . Sabe mo s que en este muta n t e , Chs3p queda reten i d a 
en MP, aunque inact i v a in vivo . Una posibl e explic a c i ó n , es que aunque Chs3p esté en un 
estado inact i v o , al estar inser t a en la MP , su domin i o catal í t i c o sea más acces i b l e al sustr a t o , y 
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q u e de alguna forma el proces a mi e n t o in vitro de las mue stras per mit e detectar cie rt a 
activac i ó n de la QSIII. De esta mi sma forma, se expl ica r í a por qué en el mutan t e chs4 Δ no se 
detec t a nunca esta activ a c i ó n in vitro . Ya que en este último caso, Chs3p queda rí a reten i d a en 
vesíc u l a s intra c e l u l a r e s con una confo r m a c i ó n que, a priori, no per miti r í a el acceso al sustr at o 
y por tanto no detec t a r í a mo s activ i d a d QSIII . Este model o podrí a expli c a r inclu s o la 
zimog e n i c i d a d de la activ i d a d QSII I , ya que la adici ó n de trips i n a a las muest r a s podrí a estar 
provo c a n d o algún tipo de alter a c i ó n , ya sea en las memb r an a s o en la propi a Chs3p , con la 
consi g u i e n t e expos i c i ó n del centr o cata l í t i c o de la enzi ma y por  tant o con capa c i d a d sint é t i c a 
in vitro . 
 
Las propied a d e s enzi má t i c a s de Chs3 p se ven alt erad a s en la cepa  end4 Δ chs4 Δ , 
p r e s e n t a n d o may o r Km que se tradu c e en una más ba ja afini d a d por el sustr a t o . Esto sugie r e 
que el centro catalí t i c o de la enzi ma en ausenci a de Chs4p es difer e n t e , lo que apoy a la teorí a 
de que Chs4p es un induc t o r del corre c t o pleg a m i e n t o de Chs3p . No obsta n t e , debe mo s 
mante n e r la puerta abier t a a otras posib l e s expli c a c i o n e s ya que no se ha podid o corre l a c i o n a r 
fehac i e n t e m e n t e la activi d a d QSIII in vitro con la síntes i s de quitin a in vivo . 
 
¿Cuál es el papel que desemp e ñ a Chs4 p en  la reg u l a c i ó n de la activ i d a d QSIII ? 
Nuest r o s dat o s indic a n que Chs3p y Chs4p se tran s p o r t a n indep e n d i e n t e me n t e y de forma 
polariz a d a . Así pues, se favorec e la interac c i ó n de ambas pr oteí n a s a nivel del cuello , 
promo v i e n d o la estab i l i z a c i ó n de Chs3p en la MP junto con la activ a c i ó n de la QSIII . Por 
tanto, cabe destac a r que un transp o r t e polari z a d o y un recamb i o end o c í t i c o conti n u o , junto con 
la baja difusi ó n latera l por el anclaj e a la maqui n a r i a del septo , es lo que manti e n e a Chs3p 
corre c t a m e n t e local i z a d a en el cuell o . Todo ello , deter mi n a una sínte s i s restr i n g i d a del anillo 
de quiti n a . El conju n t o de todos esto s eleme n t o s es el respo n s a b l e de la corre c t a local i z a c i ó n 
de Chs3p , y cuand o uno de ellos se ve alter a d o ,  se prod u c e un defe c t o en la dist r i b u c i ó n de 
Chs3p y por tanto en la sínte s i s de quiti n a . Por ejemp l o , en el mutan t e bni4 Δ , el comp l e j o 
Chs3 / 4 p no se ancl a apro p i a d a me n t e al anil l o de sept i n a s , lo que prov o c a r í a un au men t o de la 
difus i ó n later a l que deseq u i l i b r a el turnover endoc í t i c o de Chs3 p , prod u c ié n d o s e así la síntesis 
ectóp i c a de quitin a (Sanz et al., 2004). De igual forma , cuand o se produc e un bloque o en la 
endoc i t o s i s , Chs3p comi e n z a a difun d i r rápid a men t e desde el septo a pesar de que Bni4p y la 
maquin a r i a del septo se mantie n e n co rrec t a m e n t e posi c i o n a d a s . Basá n d o n o s en todos esto s 
datos , podem o s concl u i r que la funci ó n de Chs4p en el mante n i mi en t o de Chs3p en la MP está 
direct a m e n t e relaci o n a d a con su funció n de ancl aje al cuello. Este anclaje posici o n a a la QSIII 
junto a la maqui n a r i a endoc í t i c a favor e c i e n d o su turnover (ver tamb i é n conj u g a c i ó n) . 
Asi mi s mo , un incre me n t o en la canti d a d de Chs4p produ c e una may o r estab i l i d a d de Chs3p a 
nivel del septo, con el consecu e n t e aument o en  la activ i d a d QSIII . Todo este incre me n t o , 
satura la maq u in a r i a de anclaj e del septo, lo que puede favore c e r una ligera difusi ó n latera l de 
la QSIII activ a y la disper s i ó n física de la síntes i s de quitin a alrede d o r del cuello (Figura 24) . 
 
En un traba j o previ o , se había demo s t r a d o que Shc1p es el acti v a d o r espec í f i c o en 
espor u l a c i ó n de la QSIII (Sanz et al., 2002) . Duran t e esta etapa , Shc1p sus titu y e la función de 
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C h s 4 p , ya que esta últi m a es rápid a m e n t e degr ad a d a en esta fas e del ciclo. Ambas proteí n a s 
co mp a r t e n un elevad o porce n t a j e de identi d a d en  la región central de Chs4p, descrit a co mo 
neces a r i a par a su inter a c c i ó n con Chs3p . Cu and o se sobre x p r e s a Shc1p en veget a t i v o en el 
mut an t e chs4 Δ ,  esta prote í n a es capaz de pro mo v e r la sínt e s i s de quit i n a , sin emba r g o , s e 
encue n t r a deslo c a l i z a d a . Se ha demo s t r a d o que los domin i o s SLR, prese n t e s en la regi ó n 
centr a l de Ch s4p, son los respon s a b l e s de su in te r a c c i ó n tant o con Chs 3 p como con Bni4 p . Los 
domin i o s SLR son repet i c i o n e s entre 36 y 44 ami no á c i d o s que adqui e r e n una confo r ma c i ó n en 
α- h é l i c e s car act e r í s t i c a . Estos motivo s se han iden t i f i c a d o en nume r o s o s orga n i s mo s desd e 
bacte r i a hasta human o s , y aunqu e las prote í n a s con domin i o s SLR posee n difer e n t e s funci o n e s 
celulare s , to das ellas par ecen particip a r co mo proteí n a s adapt a d o r a s en la formac i ó n de 
co mp le j o s multi p r o t e i c o s (Mitt l & Schnei d e r - B r a c h e r t , 2007). Chs4p posee 7 domini o s SLR 
agrup a d o s en 2 α- h é l i c e s , mient r a s que su homó lo g o en  espor u l a c i ó n Shc1p sólo conti e n e 4 
domin i o s SLR que conf o rm a n una única α- h é l i c e . Por tanto , se ha propu e s t o que Shc1p haya 
perdi d o los domin i o s SLR que posib i l i ta n su in ter a c c i ó n con Bni4p , a unq u e sigu e cons e r v a n d o 
los de inter a c c i ó n con Chs3p (Sanz et al., 2002) . De esta for ma , la expre s i ó n de esta prote í n a 
en veget a t i v o mi met i z a r í a el efect o de Chs4p ,  estab i l i z a n d o la QSIII en la MP en una forma 
activa . Sin emb argo , es incapaz de mantene r a Ch s3p anclad a a la maquina r i a del septo, lo que 
favore c e su difusi ó n latera l , con la consec u e n t e  deslo c a l i z a c i ó n de quitin a por las parede s 
latera l e s . Todo esto demues t r a una vez más, el  delic a d o equili b r i o que manti e n e a Chs3p 
correc t a me n t e locali z a d a en la zona del septo, y que la más mínim a alte r a c i ó n tant o en su 
estabi l i d a d en la MP como en su  anclaj e , predi s p o n e n a una desloc a l i z a c i ó n en la síntes i s de 
quit i n a . 
 
¿Cual es la funció n concre t a que realiz a Chs4 p sobre Chs3 p ? Aunq u e aún no tene mo s 
una respu e s t a a esta pregu n t a , nuest r o s resul t a d o s  contr a d i c e n la hipót e s i s de que Chs4p actúe 
co mo parte catalí t i c a de Chs3p, tal como ha si do propu e s t o por algun o s au tor e s (Grab i n s k a et 
al., 2007) . Todos los datos parec e n indic a r que Chs4p induc e una modif i c a c i ó n 
postr a d u c c i o n a l de Chs3p , respo n s a b l e final de  la estabi l i z a c i ó n y activa c i ó n de la QSIII. 
Ademá s , los resul t a d o s obten i d o s sugie r e n que est a modif i c a c i ó n per ma n e c e tras el bloqu e o en 
endoc i t o s i s y que no requi e r e de la conti n u a in tera c c i ó n con Chs4p. En ausenc i a de Chs4p, 
Chs3 p se puede mant e n e r en la MP bloqu e a n d o el proce s o de endoc i t o s i s , pero no prese n t a 
activ i d a d QSIII , proba b l eme n t e debid o a una inap r o p i a d a confo r m a c i ó n de la prote í n a . 
Median t e ens ay o s de digest i o n e s contro l a d a s con trip s i n a , hemo s detec t a d o que Chs3p es más 
sensi b l e al tr ata mi en t o en un mutan t e end4 Δ que en un silve s t r e (Dato s no mo str a d o s ) , lo que 
sugeri r í a que el plega mi e n t o de esta proteí n a es dif ere n t e en ambos casos. Con este mis m o 
siste ma de digest i o n e s con tripsi n a , se ha demo st r a d o que distin t a s proteí n a s mutada s de 
Pma1p prese n t a b a n plegami e n t o s alter ad o s en la MP (Liu et al., 2006) . De esta for ma , 
podrí a mo s concl u i r que cuand o Chs3p se encue n t r a reten i d a en la MP ( end4 Δ ) posee un a 
confo r ma c i ó n enzi mát i c a m e n t e acti v a , mien t r a s que  en un silv e s t re dond e la may o r í a de Chs3 p 
se encuent r a en vesícul a s intrac e l u l a r e s , la confor ma c i ó n sería la cara ct e r í s t i c a de un estado 
inact i v o . En un mutan t e chs4 Δ, p o r su parte, Chs3p siempr e pe r man e c e r í a en un estado de 
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p l e g a mi e n t o inact i v o e inest a b l e , con lo que ser ía rápid a m e n t e en doc i t a d a y nunca se detect a 
en memb ran a. Se han descrit o una serie de mut ante s ter mos e n s i b l e s de la ATPas a de 
memb r an a , Pma1p, que son capace s de alc anza r  la MP pero en un esta d o conf o r ma c i o n a l 
alter a d o , de tal forma , que tras su inser c i ó n en  la memb r a n a son endo c i t a d o s y degrad a d o s en 
la vacuo l a (Gong & Chang , 2001; Liu et al., 2006) . Debid o al hecho de que Chs3p es una 
proteí n a muy establ e intrac e l u l a r m e n t e y que nunca se han detec t a d o condi c i one s en las que se 
degra d e , podrí a mo s asu mi r que estam o s ante el mi sm o meca n i s mo de cont r o l , pero que en el 
mut an t e chs4 Δ , tras ser endoci t a d a pase a residi r nueva m e n t e en vesícu l a s del TGN. Esta 
hipót e s i s no ha podid o ser confi r m a d a exper i men t a l men t e al car ec e r de for ma s sensi b l e s y 
especí f i c a s para difere n c i a r la Chs3p prese n t e en la MP o en el TGN. 
 
Cuando se bloqu e a la endoc i t o s i s , Chs3p que da reten i d a en la MP prese n t a n d o un 
patrón puntead o muy caract e r í s t i c o . Esta distri b u c i ó n es más aparen t e al realiz a r una 
inmun o f l u o r e s c e n c i a indir e c t a sobre un culti v o trata d o con Latru n c u l i n a A, posib l e m e n t e 
porq u e la fija c i ó n con forma l d e h í d o evit e la c ons t a n t e difu s i ó n de la prot e í n a . Este patr ó n 
punte a d o se relac i o n a tradi c i o n a l me n t e a prote í n a s de memb r a n a asoci a d a s a Lipid Rafts . Sin 
embar g o , cuand o reali z a m o s el ensay o bioqu í mi c o para deter mi n a r esta posib l e asoci a c i ó n 
obser v a mo s que esta prote í n a no se en cue n t r a asoc i a d a a ellos . No obsta n t e , hay que tener en 
cuent a que las condi c i o n e s en las que tr aba j a m o s no son del todo fisi o l ó g i c a s , y que es posib l e 
que el trat a mi e n t o con la Latr u n c u l i n a A alter e la asoci a c i ó n de  Chs3 p a esto s mi cr o d o mi n i o s . 
De hecho las condi c i o n e s ópti ma s de estud i o serí a n en una cepa silves t r e sin tratar , pero en 
este caso la cantid a d de Chs3p asocia d a a MP y potenc i a l m e n t e incorp o r a d a en Lipid Rafts es 
infer i o r al 10%. Por todo ello , no podemo s desc a r t a r una posi b l e asoc i a c i ó n de Chs3p a esto s 
micro d o mi n i o s de MP, y que esta asoc i a c i ó n fuera deter mi n a n t e en la activa ci ó n y recicl a j e de 
la prote í n a . Un ejemp l o que se puede encon t r a r en la liter a t u r a lo const i t u y e la amino á c i d o -
p e r me a s a de MP, Gap1p . Esta prote í n a cuand o no se incor p o r a adecu a d a me n t e en los Lipid 
Rafts, es rediri g i d a hacia la ruta de degr a d a c i ó n vacuo l a r . Un dato llama t i v o es que Gap1p 
depen d e de Ast1p (desc r i t a co mo sinté t i c o letal con C HS4) , para ser incorp o r a d a 
efici e n t e m e n t e en estos micro d o mi n i o s . Ce nt r á n d o n o s nuev a men t e en la QSIII , podr í a mo s 
prop on e r una hipó t e s i s un poco arri e s g a d a , que cons i s t i r í a en que la incor p o r a c i ó n de Chs3p a 
los Lipid Rafts fuera depen d i e n t e de Chs4p , lo  que a la postr e dete r mi n a r í a su activ a c i ó n y 
estab i l i d a d en la MP. 
 
Puesto que es basta n t e proba b l e que la regul a c i ó n de la activ i d a d QSIII por parte de 
Chs4p sea median t e una modifi c a c i ó n postra d u c c i o n a l activa d o r a y estabi l i z a d o r a , nos 
plante a mo s si era posibl e activa r a la Chs3p ya  inser t a d a en est ad o inact i v o en la MP. Para 
resp o n d e r a esta cues t i ó n pusi mo s C HS4  bajo el cont r o l del promo t o r GAL1 , lo expres a mo s en 
la cepa end4 Δ chs4 Δ y realiz a mo s una tinció n con calcof l ú o r . De esta for ma detect a mo s que, 
tras la induc c i ó n de C HS4 ,  l a síntes i s de quitin a se inicia b a en el cuello y no en las parede s 
late r a l e s . Sin embar g o , esto no exclu í a ning un a posibi l i d a d ya que la secrec i ó n de Chs4p es 
polar i z a d a . Así pues, nuest r o sigui e n t e paso fue induc i r C HS4  en los mutantes sec, que tien e n 
la sec rec i ó n polar i z a d a alt er a d a . Sin emb arg o , este ensay o fue inviab l e porqu e la adició n de 
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g a l a c t o s a al medio suprim e los defect o s en secre ci ó n de estos muta nt e s . 
 
3. REGULACIÓN DE LA ACTI VIDAD QSIII EN CONJUGACIÓN  
 
Nuestr o s resu l t a d o s demu e st r a n que durant e la  fase sexua l del ciclo , Chs3p se acu mu l a 
en la MP tant o en un silve s t r e co mo en una cepa chs4 Δ . Por tanto, duran t e la conju g a c i ó n y a 
difere n c i a de lo que ocurre en vegeta t i v o , Ch s3p se localiza en memb r ana ya sea en un estado 
activ o o inact i v o . Basán d o n o s en el mo del o de regul a c i ó n que ocurr e en vegeta t i v o , parece r í a 
co mo si durant e esta et apa del ciclo exist i e r a un deseq u i l i b r io entre el trans p o r t e anter ó g r a d o y 
la endoc i t o s i s de la prote í n a . Cuand o nos fija mo s en có mo se encue n t r a n ambos proce s o s , 
podemo s obser v a r que el trans p o r t e anter ó g r a d o está hiper p o l a r i z a d o hacia la punta , y la 
endoc i t o s i s tamb i é n se encue n t r a focal i z a d a en esa regió n . Snc1p es una v-SNA R E que 
parti c i p a en la fusió n de las vesíc u l a s secre t o r a s a la MP y comp a r t e si mil i t u d e s con Chs3p al 
ser una proteí n a que sufre recicl a j e endocí t i c o .  Se ha descri t o que esta v-SNAR E se mantie n e 
corre c t a m e n t e local i z a d a en la punta de la proy e c c i ó n graci a s a un adecu a d o turnover 
endocí t i c o favor e c i d o por una baja  difusi ó n latera l (Valde z - T a u b a s & Pelha m , 2003 ) . Sabemo s 
que Chs3p se polari z a hacia la punta, por lo que  la única explic a c i ó n que nos queda según este 
modelo , es que escape al recicl a j e endoc í t i c o p asan d o a resid i r no sólo en la punta , sino por 
toda la proy ec c i ó n del shmoo . 
 
En la hifa en creci m i e n t o de los hongos ,  se ha descr i t o una estru c t u r a denom i n a d a 
“Spit z e n k ö r p e r ” (Spk) , que consi s t e , en un gr an co mp l e j o mu lti v e s i c u l a r local i z a d o en la 
punta. Esta macroc o mp l e j o se puede detect a r al micro s c o p i o de contr a s t e de fases , 
observ á n d o s e co mo una mas a oscura formad a por vesí c u l a s . En el hongo fila men t o s o 
Aspergillus nidulans , se ha des cr i t o un model o par a el Spk, en el cual la secre c i ó n polar i z a d a 
está dirigi d a hacia la punta mientr a s que la  endoc i t o s i s se produ c e en una zona subap i c a l 
dete r mi n a d o por un anill o de actin a ( Figura 48) (T a h e r i - T a l e s h et al., 2008) . Aunqu e S. 
cerevisiae no for ma hifa s verda d e r a s , la for ma de polari z a c i ó n y cre ci mi e n t o recue r d a a la 
forma c i ó n del shmoo . Por lo que si asumi mo s un model o parec i do para lo que ocurr i r í a en la 
elonga c i ó n de la proy ec c i ó n sexual de S. cerevisiae , podríamo s especula r que Chs3p es 
fuerte men t e polar i z a d a hacia la punta, y no sería hasta la zona subapi c a l donde sería 
endoc i t a d a . Todo parec e indic a r que la endoc i t o s i s en este caso es defici e n t e , por lo que parece 
que la cantid a d de Chs3p que es transp o r t a d a h acia la punta desbo rd a a la capac i d a d endoc í t i c a 
en esa zona tan concre t a , escapa n d o una parte de e lla a la regul a c i ó n endoc í t i c a , y por eso la 
detect a mo s por toda la MP de la proy ec c i ó n . 
 
Cuando se bloqu e a la endoc i t o s i s duran t e el proce s o de conju g ac i ó n , el efect o que se 
obser v a es basta n t e inter e s a n t e , no sólo se produ c e una acu mu l a c i ó n de Chs3p en la punta del 
shmoo , sino tamb i é n de otras prote í n a s polar i z a d a s duran t e la conju g a c i ó n como son Fus1p y 
Bud6p . Este acú mu l o , vien e ademá s acomp a ñ a d o de  una depo s i c i ó n de quiti n a en la punta . Lo 
que es más sorpre n d e n t e es que la acumu l a c i ó n de  Chs3p depend e de Chs4p , ya que en el 
mut an t e chs4 Δ tratad o con Latru n c u l i n a A duran t e conju g a c i ó n no se obser v a este acú mu l o de 
Discusión 
126   
C h s 3 p . Viendo que, tanto la Chs4p compl e t a co mo la Chs4p Δ 5 9 0 se acu mu l a n en la punta tras 
el mi smo trat a mi e n t o , pode mo s pres u p o n e r que la acumu l a c i ó n de Chs4p en la punta reti e n e a 
Chs3p y esto provo c a r í a la sínte s i s de quiti n a en esa regió n . Sin embar g o , tamb i én se podrí a 
explic a r med ian t e un bloque o especí f i c o de Chs3 p, es decir, que al paralizar el proceso de 
endoci t o s i s , se acu mu l e prefer e n t e m e n t e la  Chs3p activ a , que asu mi mo s prese n t a una 
conf o r ma c i ó n dist i n t a . Puest o que en chs4 Δ toda la prote í n a se prese n t a en un estad o inact i v o , 
nunca vería m o s esta acu mu l a c i ó n de Chs3p . El bloqu e o de la endoc i t o s i s con Latru n c u l i n a A 
sopor t a el model o del Spk, ya que al imped i r la endoci t o s i s en la zona subapi c a l y que la 
secre ci ó n polari z a d a contin ú a un tiempo en pres en c i a de est a droga, la acu mu l a c i ó n se 
acaba r í a produ c i e n d o en la punta . La causa de que  Chs3 p no difun d a a lo larg o de la MP y 
quede inmov i l i z a d a en la punta es una cuest i ó n que aún nos queda por resol ve r . 
Desaf o r t u n a d a men t e , la cepa end4 Δ no conj u g a aprop i a d a me n t e por lo que los expe r i men t o s a 
realiz a r viene n deter mi n a d o s por la dispo n i b i l id a d de la Latru n c u l i n a A. 
 
Un feno t i p o bast a n t e simi l a r al del bloq u e o de la endoc i t o s i s , se obser v a con la 
const r u c c i ó n Chs4 p - Δ 5 9 0 . En este caso , al care c e r Chs 4 p del domi n i o de pren i l a c i ó n y no 
haber otras proteín a s implica d a s en su ancl aj e durant e la conjug a c i ó n , espera r í a mo s una 
co mp le t a desloc a l i z a c i ó n de la proteí n a e in clus o ausenc i a en la síntes i s de quitin a . Sin 
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Figura 48 .  Modelo del crecimiento en la punta de la hifa de A. nidulans . L a vesí c ul a s cargadas se transportan 
a lo largo de los microt ú b u l o s hacia el extrem o +, que pueden llegar directa m e n t e hacia la punta donde se 
local i za el agrup a mi e n t o de vesí c u l a s, o bien las vesí c ul a s pued e n reali za r la últi ma part e del tran sp o r t e 
anclá n d o s e a los cable s de actina . Cua ndo las vesículas alcanzan la zona de l Spitzenkörper, se fusionan con la 
MP. A medida que la punta va creciendo , el anill o endoc í t i co de actina se va desplazando hacia adelante, pero 
siempre manteniéndose en la zona suba pi cal donde va reciclando los component e s de la MP e incorp o r á n d o l o s en 
vesícula s endocíti c a s . Esta s vesícula s se fusionan con el post-G o l g i y sus compon e n t e s son nuevame n te 
recic l a d o s hacia la MP. Esque m a adapt a d o de (Taher i - T a l e s h et al., 2008).  
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e mb a r g o , cuan d o obse r va mo s Chs4 p Δ 5 9 0 - G F P al micro s c o p i o de fluor e s c e n c i a , ésta se 
localiza débilmen t e y de forma exclusi v a en la punta del shmoo . Sorp r e n d e n t e me n t e , este 
mut an t e prese n t a sólo una reduc c i ó n moder a d a en  lo s nivel e s de quiti n a respe c t o al silve s t r e , 
que va aco mp a ñ a d a por la acu mu l a c i ó n de quiti n a en la punta de mu cho s de lo s shmoos. Este 
feno t i p o gene r a tamb i é n una meno r  efici e n c i a de conju g a c i ó n , aunqu e no sabem o s si es debid o 
a un efect o direc t o o indire c t o de la deslo c a l i z a c i ó n de quiti n a . Ademá s , la acu mu l a c i ó n de 
Chs4p no pren i l a d o en la punta es depen d i e n t e de Chs3p , ya que en su ausen c i a , Chs4p Δ 5 9 0 
pierde su loc ali z a c i ó n co mp l et a m e n t e . Si co mp ar a mo s estos result a d o s , parece r í a que es la 
intera c c i ó n Chs3p - C h s 4 p la que bloque a al co mp l e j o QSIII en la punta en ausen c i a de 
endoc i t o s i s o preni l a c i ó n . Alter n a t i v a me n t e  sólo la QSIII activ a se bloqu e a en estas 
condi c i o n e s . En su conjunt o , nuest r o s resul t a d o s sugie r e n que el camb i o produ ci d o por Chs4p 
podrí a alter a r el despl a z a m i e n t o later a l de Chs3p por la MP. La respu e s t a a esta preg u n t a 
podrí a reali z a r s e en el futur o media n t e exper i men t o s de FRAP ( Fluorescence Recovery After 
Photobleaching ) comp a r a n d o el despl a z a mi e n t o later a l de Chs3p en prese n c i a o ausen c i a de 
Chs4p . 
 
Una de las curiosidades más atractivas de la conju g a c i ó n , es que a difer e n c i a de lo que 
ocurr e en veget a t i v o , la local i z a c i ó n de Chs3 / 4 p no coloc a l i z a con la sínte s i s de quiti n a . 
Mient r a s que estas prote í n a s se sitúa n por toda la MP de la proy ec c i ó n , la sínte s i s de quiti n a 
sólo tiene lugar en la base, coinci d e n t e con la locali z a c i ó n de septin a s . Puesto que la síntes i s 
activ a de quiti n a coinc i d í a con la local i z a c i ó n de  las septi n a s en conju g a c i ó n , y que Bni4p es 
presc i n d i b l e duran t e todo este proce s o , nos plan t e a mo s la posib i l i d a d de que la unión del 
co mp le j o Chs3/4 p a las septin a s fuera deter mi n a n t e  en la sínte s i s de quitin a . Sin embar g o , la 
utiliza c i ó n de la cepa cdc28-13  mostró que la local i z a c i ó n de las septi n a s no deter mi n a la 
depos i c i ó n de quiti n a en las célul a s hiper p o l a r i z a d a s de este mutan t e . Aunqu e la extra p o l a c i ó n 
de este result a d o a shmoos autént i c o s hay que tomar l o con preca u c i ó n , sí que es un indic i o de 
que la locali z a c i ó n de las septin a s no es tan releva n t e para la dispos i c i ó n de quitin a duran t e el 
proces o de conjug a c i ó n . De esta for ma, se pone nuevamen t e de manifi e s t o las difere n c i a s entre 
la etapa vege t a t i v a y de conju g a c i ó n, ya que dur an t e el cre ci mi e n t o ve ge t a t i v o la depo s i c i ó n 
del anillo de septina s es esencia l para la correct a local i z a c i ó n del anillo de quitin a (Roh et al., 
2002 a ) .  
 
Con todos estos datos , el model o más plaus i b l e consi s t i r í a en que la fu erte in duc c i ó n 
de los nivel e s de Chs3p en conju ga c i ó n (Cos et al., 1998), junto con su trans p o rt e 
hiper p o l a r i z a d o hacia la punta del shmoo , provo c a r í a una satur a c i ó n de la maqui n a r i a 
endoc í t i c a restr i n g i d a a la zona subap i c a l . Esto desen c a d e n a como ef ect o indir e c t o , la 
redis t r i b u c i ó n de Chs3p por toda la MP de la proy ecc i ó n . Al bloquea r el proceso de 
endoc i t o s i s obse r v a mo s que sólo la Chs3p activ a queda reten i d a  en la punt a del shmoo , a prio r i 
esto sugier e , que la confor m a c i ó n act iva de Chs3p es más sensib l e al proces o endocí t i c o 
mientr a s que la no activa escapa total me n t e a esta regula c i ó n negati v a , pasand o a residi r por 
toda la MP de la prol o ng a c i ó n , tal como ocurre en el mutante chs4 Δ . Así, todo esto sugi e r e que 
una peque ñ a parte de la prote í n a Chs3p ac tiva , posibl e m e n t e co mo consec u e n c i a de la 
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s a t u r a c i ó n del siste m a , escap a tamb i én a la inter n a l i z a c i ó n , difun d i e n d o hasta la base de la 
proy e c c i ó n que es donde tiene lugar la sínte s i s de quiti n a . Una posib i l i d a d es que la difus i ó n 
rápida desde la punta hasta la base impida su estab i l i d a d enzim á t i c a , por lo que no detec t a m o s 
sínte s i s de quiti n a hasta qu e al can z a un estad o fijo  y estab l e en la base. O tamb i é n es posib l e , 
que la MP de esta regió n alber g u e una serie de facto r e s o carac t e r í s t i c a s qu e pro mu e v a n la 
activida d QSIII (Ver más adel an t e ) . En cualq u i e r caso, de se n t r a ñ a r el mecan i s mo de 
regul a c i ó n de Chs3p en estas condi c i o n e s , podrí a pr opo r c i o n a r un model o para otras prote í n a s 
que se induce n espec í f i c a m e n t e duran t e la conjug a c i ó n . 
 
3.1 Asociación de Chs3p a Lipid Rafts en conjugación 
 
Puesto que Chs3p se manti e n e const a n t e me n t e polar i z a d a en conju g a c i ó n , 
indepe n d i e n t e men t e de la locali z a ci ó n de las septin a s , decidi mo s analiz a r que car act e r í st i c a s 
especi a l e s pr esen t a b a la MP de la proy ecc i ó n sexual . Se ha descrit o que la MP de la 
prolong a c i ó n es rica en er goste r o l y present a una orden a c i ó n mayor que el resto de la MP, lo 
que llevó a la concl u s i ó n de que en esa regió n se con ce n t r a n los Lipid Raft s (Jin et al., 2008; 
Prosz y n s k i et al., 2006) . Estos micro d o m i n i o s de  memb r a n a son tamb i é n los resp o n s a b l e s de 
que algun a s prote í n a s , como Fus1p , se mante n g a n corre c t a m e n t e local i z a d a en la punta del 
shmoo (Bagnat & Simon s , 2002; Prosz y n s k i et al., 2006) . Por tanto , era posib l e que Chs3p 
mant e n g a el mismo meca n i s mo de regul a c i ó n . Cier t a men t e , cuan d o dete r mi n a mo s si Chs3 p 
está vincu l a d a a Lipid Rafts duran t e la conju g a c i ó n , vemo s que un porce n t a j e signi f i c a t i v o de 
la proteí n a está asoci a d a a ellos. Algo que no se detec t a en veget a t i v o , usan d o tant o la cepa 
silvestr e co mo el mutante end4 Δ . La canti d a d de Chs3p que está asociada a Lipid Rafts en 
conjug a c i ó n es li mit ad a , pero si tene mo s en cuenta que durant e est a et apa Chs3p se puede 
acu mu l a r en la MP tanto en estado activo como in activo, es posible que sólo la forma activa es 
la que esté present e en esto s microd o mi n i o s de membr an a . De hech o, el tratami e n t o con Tritón 
x-100 parece provoc a r que la proteín a aso ciada a los Lipid Rafts sea más sensible a la 
degra d a c i ó n por prote a s a que la no asoci a d a , por  lo que podr í amo s espe c u l a r que la Chs3p 
asocia d a a lo s Lipid Rafts presen t a una confor ma c i ó n distin t a a la que no. Por todo ello, no 
sería des cab el l a d o pensar que esta asociaci ó n con Lipi d Raft s este rela c i o n a d a con la 
confo r ma c i ó n activ a de la prote í n a , y podrí a inclu s o inter v e n i r de algun a forma en su turnover 
endocí t i c o . Desaf o r t u n a d a m e n t e , resul t a d o s reci e n t e s no apoy a n esta hipót e s i s , ya que Chs3p 
per mane c e asociad a a los Lipid Rafts incluso en  ausen c i a de Chs4 p , dond e sabe mo s que toda 
la QSIII se pr ese n t a en un estad o inact i v o . 
 
En conjug a c i ó n , la cepa erg6 Δ present a un defect o en la síntes i s de ergost e r o l (Lees et 
al., 1995) , y por tanto en la corre c t a biosí n t e s i s de los Lipid Rafts (Bagn a t et al., 2000; Bagnat 
& Simons , 2002) . Este mutan t e , tiene alter a d a la asoc i a c i ó n de Fus1 p con los Lipi d Raft s y 
esto parece ser la causa de la desloc a l i z a c i ó n de  esta proteí n a (Bagna t & Simons , 2002). La 
cepa erg6 Δ p r e s e n t a un defec t o en la local i z a c i ó n de quiti n a exclu s i v a me n t e duran t e la fase 
sexua l , que es justa m e n t e dond e  detec t a mo s Chs3p asoci a d a a Lipid Rafts . Esto apoy a una 
Discusión 
129  
p o s i b l e relac i ó n funci o n a l entre Chs3p y las ba lsa s lipíd i c a s . Sin embar g o , hay que tener en 
cuent a que Erg6p parti c i pa en el proce s o de respu e s t a a fero mo n a s (Jin et al., 2008) , y es 
posib l e que la deslo c a l i z a ci ó n de quitin a sea un efe cto totalm e n t e indire c t o co mo consec u e n c i a 
de un alter a c i ó n en la casca d a de  trans d u c c i ó n de la señal . 
 
La asocia ci ó n de Chs3p a los Lipid Rafts puede ser tamb ié n una consec u e n c i a de la 
alta cantid a d de la QSI II polar i z a d a h acia la proy ecc i ó n , una región rica en estos 
micro d o mi n i o s de membr an a , y que por satura c i ó n del sistema , acabe incor p o r á n d o s e a los 
Lipid Rafts . A favor de esta hipót e s i s tenemo s los datos del mutan t e end4 Δ , puest o que en est e 
caso hay una gran canti d a d de Chs3p que pe rma n e c e activa en la MP y no detect a mo s 
asoci a c i ó n a Lipid Rafts . Sin emba r g o , no sabemo s con certe z a que la distr i b u c i ó n de los Lipid 
Rafts no se vea altera d o en este mut a nt e , ya que acu mu l a una gran cantid a d de defect o s 
fenot í p i c o s . 
 
Los estudi o s centr a d o s en el transp o r t e y re gul a c i ó n de prote í n a s de memb r a n a dura n t e 
la fase de conjug a c i ó n son muy limi t a d o s . Hasta la fecha se han plante a d o dos posibl e s 
mecan i s mo s no excluy e n te s : el de la prote í n a  Snc1p, que se mantiene localizada gracias a la 
baja difu s i ó n late r a l junt o c on la recu p e r a c i ó n endo c í t i c a (Val d e z - T a u b a s & Pelha m, 2003 ) y 
el de Fus1p, cuy a locali z a ci ó n polar i z a d a de pend e de la correc t a asocia c i ó n los Lipid Rafts 
(Bagn a t & Simons , 2002; Prosz y n s k i et al., 2006) . El probl e ma que prese n t a n amb as prote í n a s 
al tomar l a s como model o co mp a r a t i v o de Chs3p , es que la QSIII prese n t a una regul a c i ó n , a 
priori distin t a en las dis tin t a s fase s del ciclo. Sin emb arg o , Snc1p presen t a la mis ma 
local i z a c i ó n y regula c i ó n que en veget at i v o y Fus1p ni siquie r a se expres a fuera de la fase 
sexual . A día de hoy, descon o c e mo s cu al es el posibl e mec ani s mo de regula c i ó n que presen t a 
Chs3p en conju g a c i ó n . Es posib l e que sea una coope r a c i ó n entre los dos mecan i s mo s descr i t o s 
o que sea uno comp l e t a m e n t e difer e n t e y no descr i t o  hasta la fecha. Lo cual podría supon e r 
una nueva pauta de co mpor t a mi e n t o en la polar i z a c i ó n y distr i b u c i ó n de prote í n a s de 
memb r ana . 
 
4. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE Chs3p 
 
Según el model o plant e a d o a lo largo de est e traba j o , Chs4 p tran s l o c a a Chs3p en la 
MP, induc i é nd o l e un estado confo r ma c i o n a l que sería  ademá s estab l e en la MP. Ya que es mu y 
prob a b l e que Chs4 p modi f i q u e pos tra d u c c i o n a l me n t e a Chs3p, decidi mo s purifi c a r y analiz a r 
Chs3p medi an t e esp ect r o m e t r í a de mas as con el fin de dete r mi n a r las modi f i c a c i o n e s 
covale n t e s que sufre est a proteí n a . Chs3p, al ser una prote í n a integ r a l de membr a n a , dific u lt a 
mu cho su purif i c a c i ó n y secue n c i a c i ó n , por lo que la cantid a d de péptid o s secue n c i a d o s apena s 
alcan z a b a el 36% de la prote í n a total . Ademá s , tenie n d o en cuenta que en una cepa silves t r e la 
canti d a d de Chs3p en MP y poten c i al men t e modi f i c a d a es infe ri o r al 10%, la cantid a d de 
modific a c i o n e s postra d u c c i o n a l e s que podemo s det e ct a r est á real men t e li mit a d a . Aún así, el 
conjunt o de datos, tanto nuestro s co mo de la base de datos del EXPASY , revela r o n que Chs3p 
prese n t a , al menos, dos ti pos de modifi c a c i o n e s : fos fo r i l a c i ó n y ubiqu i t i n a c i ó n , que se unirí a n 
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a l ya descr i t o de palmi t o i l a c i ó n (Lam et al., 2006) .  
 
Al mutar la may o rí a de los sitios de fosfor i l a c i ó n no observ a mo s ningún defect o ni en 
la sínte s i s ni en la distr i b u c i ó n de quiti n a en condi c i o n e s norma l e s de creci mi e n t o . Sin 
embar g o , es posib l e que estas fosfo r i l a c i o n e s sí tenga n un papel activ a d o r sólo en condi c i one s 
de estrés, ya que se ha descrit o que en est as condic i o n e s la cantid a d de quitin a aumen t a 
consid e r a b l e m e n t e . De hecho, una de las fosfo ri l a c i o n e s public a d a s se detect ó tras la 
activ a c i ó n de una quina s a por daño en DNA (S mo l k a et al., 2007) . Esto podrí a indic a r que 
efect i v a me n t e la activ a c i ó n de la ruta PKC, para  el caso concreto de Chs3p, podría ser la 
respo n s a b l e de estas fosfo r i l a c i o n e s que regul a r í a n la activ a c i ó n de la enzi m a . En el caso del 
mutan t e de ubiqu it i n a c i ón (Chs 3 p K136R ) detect a mo s un leve incre me n t o en la síntes i s de 
quiti n a . Tambi é n se detec t a un liger o aumen t o de su estab i l i d a d en memb r a n a al marca r l a con 
la GFP. Esto nos indic a que posib l e men t e la ubiqu i t i n a c i ó n sea el mecan i s mo de señal i z a c i ó n 
para la endoc i t o s i s de Chs3p . Por tanto , este mutan t e modif i c a d o en la lisin a ubiqu i t i n a d a sería 
endoc i t a d o con menor efici e n c i a y a la postr e , más estab l e en MP. Que este incre m e n t o de 
quiti n a no sea muy notab l e se puede expli c a r porqu e , o bien exist a n otras lisin a s ubiqu i t i n a d a s , 
o bien exista una limita c i ó n tanto de sustra t o co mo de anclaj e al septo, pues se debe record a r 
que con la sobre e x p r e s i ó n de Chs4p el incr e me n t o en quiti n a es infer i o r al 7%.  
 
Cuando ponemo s en conjun t o los datos de las mod ifi c a c i o n e s postr a d u c c i o n a l e s de 
Chs3p , datos del análi s i s masiv o de la topol o g í a de prote í n a s de memb r a n a (Kim et al., 2006) , 
el model o pr edi c t i v o de la estru c t u r a de Ch s3p , la regió n que inter a c c i o n a con Chs4p y la 
local i z a c i ó n del domin i o cata l í t i c o , obte n e mo s un model o con 6 domin i o s trans m e mb r a n a con 
los dos extremo s de la proteí n a hacia el interi o r celul a r . La región centr a l globu l a r , que es 
donde se locali z a el domini o catalí t i c o de la enzi ma y donde inter a c c i o n a con Chs4p , queda r í a 
orien t a d a hacia el citopl a s m a . Es posibl e , que Chs4 p modi f i q u e conf o r ma c i o n a l m e n t e el esta d o 
de Chs3p en esa regió n globu l a r , con lo que se po dría estar af ect a n d o al domini o catal í t i c o de 
la enzi ma , tal co mo indica n los datos de lo s parám e t r o s cinét i c o s de la QSIII en un end4 Δ  
chs4 Δ . Este domini o es signif i c a t i v a m e n t e más pequeñ o en las QS de clase V que son 
total m e n t e indep e n d i e n t e s de Chs4p , lo que indire c t a m e n t e apoy a r í a nuest r a hipót e s i s . 
 
Otro dato interes a n t e , es la interac c i ó n entre distin t a s molécu l a s de Chs3p, lo que nos 
indic a r í a que esta prote í n a podrí a estar actua n d o en forma de co mp l e j o s . Es inclu s o posi b le, 
que la agregación de varias molécula s sea deter m i n a n t e para la activi d a d enzi mát i c a . El 
análi s i s bioqu í mi c o usan d o DSP, un co mpu e s t o que estab i l i z a las union e s de forma 
irreve r s i b l e , mo stró que las molécu l a s de Chs3p se agrega n en el mut ant e  end4 Δ, mientra s qu e 
no esto no ocurr e en una cepa silve s t r e (Kota & Ljung d a h l , 2005; Lam et al., 2006) . Por tanto , 
es basta n t e posib l e que la Chs3p activ a , que es la  rete n i d a en la MP, esté forma n d o comp l e j o s . 
Se ha descri t o que en el caso de la celulo s a sinta s a , que presen t a homol o g í a estru c t u r a l con la 
quitín sintas a , varias subuni d a d e s catalí t i c a s for m an poros que se asocian en roseta s , a través 
de los cuales se va export a n d o la caden a nacie n t e  de celul o s a (Do b l i n et al., 2002) . Por tanto , 
podrí a mo s estar ante el mismo mecan i s mo mo le c u l a r de síntesi s . Una posib i l i d a d muy 
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a t r a c t i v a sería que Chs4p estuv i e r a regul a n d o esta agreg a c i ó n , y por consi g u i e n t e , la activ a c i ó n 
de la QSIII. 
 
Puest o que el extre mo hidr o f í l i c o N-te r mi n a l  de Chs3p era el respo n s a b l e de la 
intera c c i ó n entre varias mol écu l a s de Chs3p, al mis mo tie mp o que presen t a b a una gran 
canti d a d de modif i c a c i o n e s postr a d u c c i o n a l e s , deci d i mo s ir elimi n a n d o frag me n t o s crec i e n t e s 
desde el comienz o de la proteín a . Las proteí n a s deleci o n a d a s quedab a n reteni d a s en el RE, 
especial ment e las Δ 6 3 - C h s 3 p y Δ 1 9 4 - C h s 3 p . Probab l e me n t e , la trunc a c i ó n del extre mo N-
ter mi n a l de Chs3p afecte a su interac c i ó n con Chs7p o esta región sea el sustra t o de 
pal mito i l a c i ó n , sea co mo fuere, en ambos caso s su salida del RE estaría mer mada. La 
sobre e x p r e s i ó n de C HS7  mejora b a est e fenot i p o , reduc i é n d o s e la canti d a d de Chs3p reten i d a 
en el RE y pasand o , en el caso de la Δ 6 3 - C h s 3 p y Δ 1 2 6 - C h s 3 p a local i z a r s e en la zona del 
septo y ligerame n t e por toda la MP aunqu e reduc i é n d o s e en los puntos intrac e l u l a r e s típico s de 
una cepa silves t r e . De las tres proteí n a s trunca d a s, única men t e la Δ 1 9 4 - C h s 3 p resu l t ó ser 
co mp l e t a m e n t e no funci o n a l , no detec t á n d o s e ni sínte s i s de quiti n a ni local i z a c i ó n en 
memb r a n a , con y sin sobre e x p r e s i ó n de C HS7 . Posi b l e me n t e , la estab i l i d a d del prime r domi n i o 
trans me mb r a n a esté af ecta d a y el plegami e n t o de est a proteín a sea defectu o s o . La Δ 6 3 - C h s 3 p 
y Δ 1 2 6 - C h s 3 p a pes ar de su dific u l t a d para ser export a d a s del RE , presen t a n unos nivele s de 
quitin a silves t r e s sin sobree x p r e s a r C HS7 . Sin emba rgo, esta quitina se presen ta parcial me n t e 
desloc a l i z a d a por las par e des later al e s , lo que expli c a r í a , al igual que ocurr e con el mutan t e 
bni4 Δ ,  los altos nivele s de resist e n c i a a calcof l ú o r que presen t a n esta s dos cepas . 
Curios a me n t e , una de las prime ra s clonac i o n e s de Chs3p, carecí a de los 60 primer o s 
amino á c i d o s y se descri b i ó que no afe cta b a ni a su activi d a d ni a su regula c i ó n (Choi et al., 
1994 a ) . Pues to que la distr i b u c i ó n de quiti n a no es un defec t o dema s i a d o apar e n t e y se produ ce 
la activ a c i ó n de la QSIII , el resto de fenot i p o s pasar o n desap e r c i b i d o s en ese momen t o .   
 
¿Por qué la delec i ó n del extre mo N-ter mi n a l provo c a una deslo c a l i z a c i ó n de la sínte s i s 
de quiti n a? Todo indic a que estas prote í n a s prese n t an una may o r estab i l i d a d en la MP en un 
estad o activ o . Una posib l e expli c a c i ó n es que el extre mo N-t er mi n a l de Chs3p conte n g a otros 
poten c i a l e s sitio s de ubiqu i t i n a c i ó n , por lo que la regul a c i ó n endoc í t i c a de estas prote í n a s 
estar í a reduc i d a favor e c i e n d o la difus i ó n later a l de la prote í n a . Ademá s , y aunque en princ i p i o 
la delec i ó n del extre mo N-ter mi n a l no afect a r í a a su inter a c c i ó n con Chs4p y por tanto a su 
ancla j e al septo , es tamb i é n posib l e que dicho ancla j e se vea alter ad o y Chs3p no se mante n g a 
corre c t a me n t e local i z a d a . De hecho , la tinci ó n con calcof l ú o r demu es t r a una malfor m a c i ó n en 
la síntes i s del anillo de quitin a en ausenc i a de l ext re mo N-t er mi n a l , a pesar de los nivel e s 
silve s t r e del políme r o . Asi mi s mo , exist e la posib i l i d a d de que al no inter a c c i o n a r 
adecua d a m e n t e las distin t a s mol éc u l a s de Chs3p , la confo r ma c i ó n que adqui e r e en la MP hace 
que el turnover de la proteí n a sea inefic i e n t e . Un cas o basta n t e simil a r ocurr e con la prote í n a 
Gap1 p , una amin o á c i d o - p e r me a s a de MP. Se ha  descr i t o , que en su extre mo C-ter mi n a l 
conti e n e señal e s para la ub iqu i t i n a c i ó n , salid a de RE y llegada a MP a través de su interacció n 
con otras prote í n a s (Gao & Kaiser , 2006) . 
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S o r p r e n d e n t eme n t e , est as cepas pres en t a n una notable resist en c i a a calcoflú o r , pese a 
tener unos nivel e s de quiti n a silve s t r e s . Proba b l e me n t e , la local i z a c i ó n de quiti n a en el septo 
sea deter mi n a n t e para la acción antifú n g i c a del calcof l ú o r , ya que se ha descri t o que la lisis 
co mien z a en esa región, que es precisa m e n t e donde se acu mu l a el 90% de la quitin a celul a r 
(Ron c e r o & Duran , 1985 ; Ronc e r o et al., 1988b ) . El model o prop u e s t o para la actua c i ó n del 
calco f l ú o r es que se va inter c a l a n d o en tre las caden a s nacie n t e s de quiti n a de tal forma qu e 
impid e la cris t a l i z a c i ó n de la α- q u i t i n a . De est a maner a se produ c i r í a un desac o p l a mi e n t o entre 
el proce s o de polime r i z a c i ó n y crist a l i z a c i ó n , que parec e ser el respo n s a b l e de un aumen t o en 
la tasa de sínt es i s de la quitin a . Este modelo lle va impl í c i t o la agreg a c i ó n de la QSIII en forma 
de poros o roseta s . Por tan to , una posib l e expli c a c i ó n es que al ver se alt er a d a la capa ci d a d de 
inter a c c i ó n entre disti n t a s mol éc u l a s de Chs3p ,  los poros no se estén forma n d o adecu a d a me n t e 
y por tanto , la tasa de sí nte s i s no esté siend o auto r r e g u l a d a negat i v a me n t e por el grado de 
crist a l i z a c i ó n de la quiti n a . En estas condi c i o n e s el efecto del calco f l ú o r se vería minimi z a d o y 
de ahí la res isten c i a de estas cepas, muy superior a la del mu tante bni4 Δ. A d e má s , pued e 
supon e r s e que al delec i o n a r el extre m o N-ter mi n a l de Chs3p se estuv i e r a mimet i z a n d o el 
efect o del calco f l ú o r in vivo , consi g u i e n d o una eleva d a tasa de sínte s i s aunqu e la canti d a d de 
Chs3p que alcance la MP aparente m e n t e sea más baj a. Una for ma de demo st r a r esta hipóte s i s , 
serí a dete r mi n a n d o que la canti d a d de quiti n a inso l u b l e , y por tanto crist a l i z a d a , sea infer i o r en 
los mutant e s deleci o n a d o s en el extre mo N-ter mi n a l de Chs3p . Este model o expli c a r í a tamb i é n 
la resis t e n c i a al calco f l ú o r , al dismi n u i r la inter a c c i ó n de éste con la quiti n a . 
 
A lo largo del prese n t e tra b a j o se ha puest o de manif i e s t o que Chs 3p es una prote í n a 
con una regul a c i ó n post ra d u c c i o n a l comp l e j a , no sólo por la canti d a d de prote í n a s que 
inter v i e n e n en su trans p o r t e y activa c i ó n , sino tamb i én por el delic a d o equil i b r i o que la 
mantien e cor rec t a me n t e polari z a d a . Durant e el proce s o veget a t i v o , esta prote í n a prese n t a una 
estre c h a rela c i ó n entre su local i z a c i ó n y su estad o de activ a c i ó n , sin embar g o , en otras etap a s 
del ciclo de la levadu r a , esta rela ci ó n se ve a ltera d a . A pesar de haber analiz a d o una gran 
cantid a d de factor e s y posibl e s causas , no hemo s encont r a d o el ele men t o clave que deter mi n a 
una regulaci ó n tan específi c a en cada fase del cicl o . El disti n t o compo r t a m i e n t o que prese n t a 
Chs3p en veget a t i v o respe c t o a conjug a c i ó n , o su respu e s t a tan dispa r ante el bloqu e o de 
endo c i t o s i s en amba s proc e s o s , sugi e r e n una pos ib l e regul a c i ó n espec í f i c a para cada etapa . Los 
datos de los que dispon e mo s actua l m e n t e apunt a n hacia una regul a c i ó n del turnover de la 
proteí n a , que va varian d o según la fase del ci clo. Sin embarg o , no se puede descar t a r la 
existe n c i a de otros facto r e s que actúen par ti c u l a r m e n t e en cada etapa activ a n d o la QSIII de 
forma espe cíf i c a . 
 
El análi s i s de la topol o g ía de Chs3p y de las modifi c a c i o n e s postra d u c c i o n a l e s , han 
confir m a d o , que inclus o a nivel molecu l a r , esta prote í n a presen t a una estruc t u r a co mp le j a que 
afecta, a su vez, a su propia regula c i ó n y turnover endocí t i c o . Desen t r a ñ a r el mecan i s mo de 
regula c i ó n tanto especí f i c o de cada etapa, co mo el posible elemen t o co mún a todas ellas , 
podrí a estab l e c e r un nuevo model o de regul a c i ó n de proteí n a s integr a l e s de memb r a n a , 
extra p o l a b l e a otras prote í n a s de MP, como Gap1 p o Pma1p , que co mp a r t e n cier t o s elem e n t o s 
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e s t r u c t u r a l e s con Chs3p . El model o que emer g e del traba j o con estas pro te í n a s , es que 
prote í n a s comp l ej a s con múlti p l e s domin i o s tran s me m b r a n a , requ i e r e n meca n i s mo s 
especí f i c o s para su correc t o plegami e n t o . Es te modelo puede ser extrapo l a d o a células 
ani mal e s y no sería sor p re n d e n t e encont r a r en  el futuro alguna s enfer me d a d e s que son 
consec u e n c i a de la altera c i ó n de estos proces o s .  
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CONCLUSIONES 
 
 
1. Chs4p posee sus propia s señale s par a ll egar a la MP y no depend e del resto de proteí n a s 
Chsp . Tant o Chs3 p como Chs4 p son prot e í n a s asoci ada s a memb rana que se transpor t a n en 
vesícu l a s polari z a d a s de fo r ma indepe n d i e n t e .  
2. El extr e mo C-te r mi n a l de Chs4 p , que con ti e n e el domin i o de preni l a c i ó n , deter mi n a su 
local i z a c i ó n a lo largo de la MP. Sin embar g o , en su ausen c i a , Chs 4p permanec e anclada al 
cuell o graci a s a su inter a c c i ó n direc t a con Bni4p y Chs3p. 
3. Chs4p induc e la activ a c i ó n de la QSIII media n t e  la tr ans l o c a c i ó n de Chs3p en la MP en una 
forma activa y establ e . Chs3p se mantie n e corr e c t a m e n t e polar i z a d a graci a s a un equil i b r i o 
dinámi c o entre su trans p o r t e anter ó g r a d o hacia la zona del septo y su turnover endocí t i c o 
en esa región , el cual es depend i e n t e de Chs4p. 
4. El extremo N-ter mi n a l de Chs3p med ia la intera c c i ó n entre disti n t a s molé c u l a s de dicha 
prote í n a y al mis mo ti e mp o es sustra t o de divers a s modif i c a c i o n e s postr a d u c c i o n a l e s 
potenc i a l m e n t e implic a d a s en la regula c i ó n de la activi d a d QSIII. 
5. Durant e la conjug a c i ó n , la maquin a r i a de  sínte s i s de quiti n a es indep e n d i e n t e del 
ensa mb l a j e de septin a s . Asi mi s mo , la locali z a ci ó n de Chs3p es may o ri t a r i a me n t e 
inde p e n d i e n te del turnover e n d o c í t i c o , lo que explic a r í a su  acumu l a c i ó n en la MP en 
ausen c i a de Chs4p . Por tanto , en este caso , Chs4 p es respo n s a b l e única m e n t e de la 
activ a c i ó n de la QSIII . 
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